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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCu) constituye el tercer cancer mas comun entre las
mujeres a nivel mundial, y en México se calcula que cada dos horas muere una mujer
a consecuencia de este cancer. En los ultimos afos se han realizado avances
significativos en la etiopatogenia del CaCu incluyendo el uso de una vacuna, sin
embargo, la ausencia de marcadores tumorales que ayuden a la deteccion, diagnosis

y posible tratamiento del CaCu, es un area que aun no se ha investigado lo suficiente.

Recientemente, mediante experimentos electrofisiolégicos y de biologia molecular,
nuestro laboratorio demostré la presencia de corrientes de sodio activadas por voltaje
y sensibles a la tetrodotoxina (TTX) en las células de CaCu, lo cual se correlacion6
con la deteccion de la expresidn de varias subunidades alfa que codifican para canales
de sodio dependientes de voltaje (canales Nav): Nav1.2, Nav1.4, Nav1.6, y Nav1.7.
Aun mas importante, en biopsias control (tejido cervical no canceroso) la expresion de
canales de sodio se limitd unicamente a la subunidad Nav1.4, sugiriendo una

expresion diferencial de los canales Navs entre tejido sano y canceroso.

Con base en tales observaciones, el objetivo general del presente trabajo consistié en
determinar cuantitativamente la expresion génica de las subunidades alfa y beta que
conforman los canales Nav sensibles a la TTX en el CaCu y en el tejido no canceroso

y asi poder establecer si existe una expresion diferencial entre ambos tejidos.

Mediante PCR estandar se detecto la expresion de Nav1.1 y Nav1.3; asi como de las
cuatro subunidades beta descritas a la fecha para los canales Nav (Beta1l a Beta4)
tanto en cultivos primarios como en biopsias de CaCu; por el contrario, en muestras de
cervix uterino no canceroso solo se detectd la expresion de la subunidad Beta3 y solo

en una de las muestras estudiadas.

En la segunda fase del presente trabajo, los experimentos de PCR en Tiempo Real
revelaron que todos los genes estudiados presentan una mayor expresion en el CaCu
con respecto al cérvix no canceroso, pero de manera sobresaliente, la subunidades
Nav1.6 y Nav1.7b son expresadas mas abundantemente, por un factor de 200 y 100
veces, respectivamente, en comparacion con el resto de las subunidades analizadas.
Estos resultados son de gran relevancia para el conocimiento de la biologia del CaCu,

y sugieren ademas que las subunidades Nav1.6 y Nav1.b podrian significar nuevos



marcadores moleculares en el diagnostico y posibles terapias para el tratamiento de

este carcinoma.



ANTECEDENTES

El cancer es una enfermedad potencialmente fatal causada por factores genéticos y
ambientales, en la que se observa la modificacion de proteinas reguladoras que son
cruciales para el funcionamiento celular y la division normal de las células. El
comportamiento celular alterado conduce a la formacion de aglomerados celulares
malignos que destruyen el tejido normal circundante y pueden diseminarse a 6rganos

vitales, lo cual comunmente presagia la muerte inminente del paciente.

Entre los diferentes tipos que existen, el cancer cervicouterino (CaCu) es un problema de
salud muy importante. A nivel mundial, es la segunda causa de muerte por neoplasia en
mujeres (Mahdavi & Monk, 2005), y en México, se calcula que cada dos horas muere una
mujer a consecuencia del CaCu. No obstante, el CaCu es un cancer 100% curable si se
diagnostica a tiempo. La citologia cervicovaginal (Papanicolaou), la colposcopia, la
histopatologia y las pruebas moleculares para detectar el acido desoxirribonucleico (DNA)
del virus papiloma humano (HPV) son los métodos mas empleados en el diagndstico de
esta patologia (Dzul-Rosado et al., 2004; Salais et al., 2004). Recientemente se aprobo el
uso comercial de una vacuna contra el CaCu (dirigida principalmente contra los HPV 16 y
18, que juntos son los responsables de poco mas del 70% de los carcinomas cervicales)
(Roden & Wu, 2006). EI 99% de los canceres cervicales presentan los genes de HPV de
alto riesgo, es decir, los tipos 16, 18, 31 6 45. Los papilomavirus no son clasificados por
serotipo, sino por genotipo, y hasta el momento se han identificado aproximadamente 130
tipos de HPV mediante la secuenciacién del gen que codifica para la proteina mayor de la
capside (L1) (de Villiers et al., 2004). Sin embargo, la infeccién por HPV es necesaria pero
no suficiente para la aparicidon del CaCu, lo que sugiere la existencia de otros factores para

la progresion de este cancer (Roden & Wu, 2006).

Existen cuatro etapas en el desarrollo del CaCu: 1) infeccidén del epitelio metaplasico en la
zona de transformacién cervical, por transmision del HPV, 2) persistencia viral, 3)
progresion del epitelio infectado persistentemente hacia un estado precanceroso, y 4)

invasion a través de la membrana basal del epitelio (Schiffman et al., 2007).

Las infecciones producidas por HPV son transmitidas principalmente por contacto piel con
piel o mucosa con mucosa, y son comunes en mujeres jovenes durante la primera década
de su vida sexual activa. La principal causa de infeccién es el contacto sexual. Existen

evidencias que sugieren la transmisién de varios tipos de virus en un mismo evento



(Burchell et al., 2006; Herrero et al., 2005; Mendez et al., 2005; Plummer et al., 2007). El
riesgo de desarrollar CaCu para una mujer portadora de multiples tipos de HPV es mayor
comparado con el de una mujer infectada con un solo tipo viral (Schiffman et al., 2007).
Muchas de las infecciones de HPV son erradicadas o atenuadas por el sistema inmune
dentro de 1-2 afnos posteriores a su generacién (Stanley et al., 2007). Con una
persistencia de HPV mas larga, la probabilidad de erradicacién inmune disminuye y el
riesgo de un diagndstico precanceroso aumenta (Plummer et al., 2007). Sin embargo, solo
una minoria de las infecciones por virus de alto riesgo produce lesiones intraepiteliales
escamosas, también conocidas como neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) y una

pequeia fraccién de NICs conduce al CaCu (Roden & Wu, 2006).

Independientemente del tipo de virus, las particulas de infeccién viral alcanzan las células
germinales en la lamina basal del epitelio, presumiblemente mediante lesiones de la
mucosa (Fig. 1), y se alojan de manera preferente en la zona de transformacién cervical.
Esta zona se caracteriza por presentar una alta proliferacion celular y constituir la region
en la que el epitelio escamoso estratificado del ectocervix reemplaza progresivamente al

epitelio granular del endocervix (Schiffman et al., 2007).

La infeccidon y crecimiento viral son completamente dependientes de la diferenciacion de
los queratinocitos (Fig. 1). Los virus infectan queratinocitos de la capa basal, pero la
expresion de proteinas virales a gran escala, asi como el ensamblaje viral, ocurre en las
capas superficiales del epitelio escamoso (Doorbar, 2006). La expresion de los genes
virales se encuentra confinada exclusivamente a los queratinocitos (Stanley et al., 2007).
La integracion del genoma del HPV en el genoma del huésped esta asociada con el
cancer invasivo; sin embargo, dicha integracién no es estrictamente necesaria para causar
invasion, dado que no todas las mujeres con cancer invasivo presentan una integracion en
niveles detectables (Arias-Pulido et al., 2006; Pirami et al., 1997). Pero importantemente,
la actividad transcripcional continua de los oncogenes de HPV es necesaria para mantener

el cancer (Wentzensen et al., 2004).
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Fig. 1. Progresion del cancer cervicouterino mediada por HPV. Las células basales del epitelio
escamoso del cervix se encuentran fijas en la membrana basal, la cual es soportada por la dermis.
Se ha propuesto que el virus del papiloma humano (HPV) accede a las células basales a través de
micro lesiones en el epitelio cervical. Después de la infeccién el DNA viral es replicado. En los
estratos celulares superiores (zona media y zona superficial) la replicacion viral continua, se
producen las proteinas formadoras de la capside, y el genoma viral es empaquetado para formar la
progenie de viriones en el nucleo. Los virus producidos pueden iniciar una nueva infeccién. Las
lesiones intraepiteliales de bajo grado permiten la replicacion viral. Un numero reducido de
infecciones por HPVs de alto riesgo progresan a neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) de alto
grado. La progresion de lesiones no tratadas a cancer invasivo se encuentra asociada con la
integracion del genoma del HPV en los cromosomas del huésped (nucleos rojos). (Modificada de
Woodman et al., 2007).

En los ultimos anos, la etiopatogenia de esta enfermedad ha podido ser investigada con
mejores herramientas gracias a los avances en biologia molecular, celular e inmunologia.
Ello ha permitido conocer el papel del HPV en el desarrollo de lesiones premalignas y
malignas del cuello uterino y ha tenido importantes implicaciones en la metodologia de
identificacion, diagnostico y tratamiento del CaCu (Hines et al., 1996). No obstante, la
ausencia de marcadores tumorales que ayuden a la deteccion, diagnosis y posible
tratamiento del CaCu, asi como de los otros tipos de cancer, es un area que demanda una

mayor cantidad de estudios.

Es bien sabido que durante el desarrollo del cancer suceden cambios en la fisiologia de
las células debidos a la division celular descontrolada. Para los fines del presente proyecto
de investigacién, nos ocuparemos de los cambios sustanciales que se presentan en la

expresion de canales de sodio dependientes de voltaje (Na,).



Los canales iénicos son proteinas transmembranales que permiten el transporte de iones
a favor de su gradiente electroquimico, lo que establece una diferencia de potencial
eléctrico entre el interior y el exterior celular, lo cual se denomina potencial de membrana
(Vn). Los canales ionicos se expresan en un amplio rango de tejidos donde tienen una
participacién determinante en funciones celulares como la proliferaciéon, control de
volumen, actividad enzimatica, secrecion, invasion, expresion génica, acople excitaciéon-
contraccién, comunicacion intercelular, etc. (Hille, 2001; le Guennec et al., 2007). En
consecuencia, defectos en el funcionamiento de los canales idnicos, ya sea por razones
genéticas o epigenéticas, son frecuentemente la causa de muchas enfermedades (Diss et
al., 2004; Jurkat-Rott & Lehmann-Horn, 2001; Viswanathan & Balser, 2004). En particular,
la superfamilia de canales dependientes de voltaje (es decir, aquellos que se activan por
cambios en el potencial de membrana) que comprende los canales de potasio (K*), de
sodio (Na*), de calcio (Ca?*) y de cloro (ClI-) se han relacionado con varios aspectos de la
biologia del cancer (Diss et al., 2004; Olsen et al., 2003; Suzuki & Takimoto, 2004; Toyota
et al., 1999).

En el caso concreto del CaCu se ha descrito que la inhibicion de los canales de K*
disminuye la tasa de proliferacién de varias lineas celulares derivadas de CaCu (Suzuki &
Takimoto, 2004), ademas de que este tipo de canales son modulados durante el ciclo
celular (Crociani et al., 2003; Pardo et al., 1998), y concretamente, se ha propuesto a los
canales de potasio tipo ether d-go-go (EAG) como marcadores moleculares para la
deteccidn y terapia del CaCu (Farias et al., 2004). Mas recientemente, nuestro laboratorio
reportd la presencia de una corriente de sodio sensible a la tetrodotoxina (TTX) como el
principal componente de la corriente entrante en las células de CaCu, lo cual se
correlacion6 con la deteccion de varias subunidades a que codifican para canales de sodio
sensibles a la TTX: Na,1.2, Na,1.4, Na,1.6, y Na,1.7. AUn mas relevantemente, se observé
que en las biopsias control (tejido cervical no canceroso) la expresion de canales de sodio
se limita unicamente a la subunidad Na,1.4. Con base en este antecedente directo, el
objetivo del presente proyecto de investigacion es determinar si existe una expresion
diferencial de las subunidades o de canales de sodio entre el CaCu vy el tejido de cervix no
canceroso. Aunado a ello, y debido a que la actividad de la subunidad a de los canales de
sodio es regulada por subunidades B, que junto con la primera forman el canal completo;
también se investigaran los niveles de expresion de estas subunidades. A la fecha se
conocen cuatro genes que codifican para subunidades [ de canales de sodio: 1 a p4
(Goldin, 2001; Yu & Catterall, 2003).



Para una mejor comprensién del tema, en la siguiente seccidn se revisan algunas
generalidades de la composicion y diversidad de los canales de sodio dependientes de

voltaje, asi como su participacion en la biologia de otros tipos de cancer.



INTRODUCCION

Canales i6nicos dependientes de voltaje

Debido a las similitudes funcionales y estructurales que comparten entre ellos mismos, los
canales de sodio, potasio y calcio sensibles al voltaje forman la superfamilia de canales
dependientes de voltaje (Hille, 2001). La estructura proteica basica de este tipo de canales
consiste de una subunidad principal denominada a (~ 260 kDa) que es codificada por un
solo gen. La subunidad o forma el poro hidrofilico que permite el flujo de iones y contiene
regiones especializadas que determinan la selectividad del canal y detectan los cambios
en el voltaje transmembranal (sensor de voltaje). A potenciales de membrana muy
negativos (-80 mV, por ejemplo), los canales de sodio se encuentran cerrados, es decir se
encuentran en estado de reposo. Ante un pulso de voltaje despolarizante, los canales
tienden a abrirse, como resultado del desplazamiento de los respectivos sensores de
voltaje, lo cual permite que los iones fluyan a través del poro del canal. Sin embargo, este
mismo proceso de apertura se acompana de otro cambio conformacional, al cual se le
denomina inactivacién, mismo que provocara el cese del flujo de iones a través del canal,
a pesar de que éste se encuentre en el estado abierto. La inactivacion de los canales varia
en el tipo de mecanismo que la origina, la proporcidn de canales que la presentan y la
velocidad a la que sucede (cinética de inactivacion), por lo que es una caracteristica

distintiva de diferentes tipos de canales.

De acuerdo con modelos de la estructura secundaria y terciaria de la subunidad o de
canales de sodio, estas proteinas son cadenas de aminoacidos que forman cuatro
dominios homélogos, unidos entre si por asas intracelulares (Noda et al., 1986). Cada
dominio contiene seis segmentos transmembranales llamados S1 a S6 interconectados

por asas intra y extracelulares (Fig. 2).

Algunos estudios indican que el extremo intracelular del poro esta delineado por los
segmentos S6, y el extracelular esta revestido por las asas que unen los segmentos S5 y
S6 de cada dominio (Doyle et al., 1998; Yellen et al., 1991). Tales asas, llamadas
generalmente asas del poro, forman el vestibulo externo del canal y el filtro de
selectividad, por lo que su secuencia de aminoacidos es un factor determinante de la
conductancia, la selectividad io6nica y su afinidad por diversas toxinas, mismas que

modifican la actividad de la subunidad o (Catterall, 2002).
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Figura 2. Representacion esquematica de la estructura primaria de la subunidades o y B de los
canales de sodio. En numeros romanos se indican cada uno de los cuatro dominios que componen
la subunidad a. Se indican los diferentes sitios de fosforilacién (P), asi como la regién responsable
de la inactivacion. Los signos (+) en el segmento S4 indican la region del canal denominada sensor
de voltaje. H2N y COOH indican los extremos amino y carboxilo terminal, respectivamente. 1y 2
representan a las subunidades accesorias que pueden estar asociadas a la subunidad a.
Modificada de (Catterall, 2000).

En células de mamifero, la subunidad o de los canales de sodio se encuentra
generalmente asociada a dos subunidades B que regulan su actividad, y que junto con la
primera forman el canal completo. Las subunidades p tienen un peso molecular
aproximado de 40 kDa y pueden alterar el funcionamiento de los canales de sodio
dependientes de voltaje de varias maneras, incluyendo la modificacion de su dependencia
al voltaje, la activacion y la inactivacion; la amplitud de las corrientes modulando el trafico
intracelular de la subunidad o (incorporando mas canales en la membrana plasmatica); e
incrementando su estabilidad en la superficie celular mediante su asociacion con

moléculas de citoesqueleto, tales como la anquirina (Diss et al., 2007).

A la fecha se conocen cuatro genes que codifican para subunidades p de canales de
sodio: B1 a p4 (Goldin, 2001; Yu & Catterall, 2003), y al menos una de ellas (B1) puede ser
expresada en diferentes isoformas, generadas por procesamiento alternativo de su acido
ribonucleico mensajero (MRNA), y por mecanismos de retencion de intrones (Qin et al.,
2003). Las subunidades f tienen un solo segmento transmembranal y un extremo amino
extracelular prominente semejante a las inmunoglobulinas y a la familia de moléculas de

adhesion celular en general. Dicho extremo desempefia funciones relevantes e



independientes de la clasica modulacién de los canales de sodio; por ejemplo, participan
tanto en las interacciones homofilicas célula-célula, como en las adhesiones heterofilicas;
y de manera sobresaliente en la asociacion con moléculas de matriz extracelular, para
inducir la repulsién celular (Catterall, 2000; Diss et al., 2007; Isom, 2001; Srinivasan et al.,
1998).

Clasificacién de los canales de sodio dependientes de voltaje

A diferencia de los canales de calcio, las corrientes transportadas por los canales de sodio
son mas homogéneas en sus propiedades biofisicas. Debido a su rapida activacion e
inactivacion (ambos procesos transcurren en menos de 3 ms) se les ha catalogado como
corrientes transitorias desde su descripcion original por Hodgkin y Huxley (Hodgkin &
Huxley, 1952). La diferencia mas sobresaliente entre los diferentes tipos de canales de
sodio es su sensibilidad a la TTX y a la saxitoxina (STX), dos neurotoxinas que previenen
la generacion de corrientes de sodio mediante su union especifica al poro del canal, lo que
resulta en el bloqueo de la conduccién de iones (Lipkind & Fozzard, 1994; Narahashi,
2000; Ritchie & Rogart, 1977). No obstante, la afinidad de los canales de sodio por la TTX
puede variar de un tipo celular a otro. Esta observacién permitio establecer la existencia de
dos grupos principales: los canales de sodio con una constante de disociacion (Kp) para la
TTX en el rango nanomolar (2-10 nM) se denominan “sensibles a la TTX”, mientras que
aquellos en los que la Ap se ubica en el rango micromolar (>1 uM) conforman el grupo
“resistente a la TTX” (Hille, 2001; Ritchie & Rogart, 1977). La correspondencia de estos
grupos de canales con las subunidades o de canales de sodio conocidas al momento es la
siguiente: Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3, Na,1.4, Na,1.6 y Na,1.7 dan lugar a canales de sodio
sensibles a la TTX cuando se expresan en ovocitos de rana o en células de mamifero,
mientras que las subunidades Na,1.5, Na,1.8, y Na,1.9 generan corrientes insensibles a la
TTX (para una revision véase Yu & Catterall, 2003). Otra diferencia importante entre los
canales de sodio sensibles y resistentes a la TTX es que los ultimos se inactivan con una
cinética 10-20 veces mas lenta que los primeros (Roy & Narahashi, 1992). Finalmente, en
la naturaleza también existen canales de sodio que no son activados por voltaje, tales
como el canal de sodio epitelial (EnaC). Sin embargo, son estructuralmente diferentes a
los canales activados por voltaje, por esta razén, en el presente trabajo el término “canal
de sodio” se empleara para referirnos exclusivamente a los canales de sodio dependientes

de voltaje.
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Figura 3. Arbol genealdgico de los canales de sodio dependientes de voltaje. La comparacién entre
las subunidades o fue realizada con Megalign del programa DNAStar, utilizando el método
CLUSTAL (Higgins & Sharp, 1988) considerando unicamente la secuencia de aminodacidos de las
regiones que atraviesan la membrana y las asas citoplasmaticas que unen los dominios Il y IV
(Catterall et al., 2003).

Canales i6nicos y cancer

La migracion celular es un proceso fisiolégico importante, con una relevancia mayor en los
procesos patofisioldgicos como el cancer. Dado que forma parte crucial en los eventos de
la metastasis, es en gran medida responsable de la muerte por esta enfermedad. Para
migrar, las células deben adquirir una asimetria espacial que les permita usar fuerzas
intracelulares para llevar a cabo translocaciones en el cuerpo. Una manifestacion de esta
asimetria es una morfologia polarizada, en donde se distinguen claramente una parte
frontal y una distal de la célula (Lauffenburger & Horwitz, 1996). La parte frontal esta
formada por pseudopodos que dirigen el avance de la célula; y se ha sugerido que la
retraccion de la parte distal de la célula esta relacionada con la contraccion de la red de
actina-miosina del citoesqueleto. Esta polarizacion funcional de la estructura de
citoesqueleto es mediada por un gradiente de concentracién de calcio, el cual es mayor en

la parte distal que en los pseudopodos (Schwab, 2001).

Por otro lado, ademas de cumplir con su funcién canénica en el control de la actividad
eléctrica en células eléctricamente excitables (como neuronas, musculo y células
secretoras), los canales idnicos dependientes de voltaje se expresan de manera
significativa en células no excitables. Las células cancerosas son un claro ejemplo de lo
anterior. No obstante que la mayoria de los tipos de cancer se originan de células
eléctricamente no excitables, la participacién de canales dependientes de voltaje en la

biologia del cancer es crucial en varias etapas de la progresion de esta enfermedad. Este



conocimiento es el resultado de una considerable cantidad de investigaciones que se han
realizado con dicho propésito en varias partes del mundo (Fraser & Pardo, 2008) y que a
continuacion se describiran de manera breve para cada uno de los canales idnicos

dependientes de voltaje.

Canales de potasio

Algunos canales de potasio han sido involucrados en la migracion de células cancerosas,
entre ellos los canales K\1.1, K\1.3, Ky1.5, IKca ¥y BKca. Los canales de potasio activados
por calcio (Kca) juegan un papel preponderante en la migracién celular; entre ellos, el canal
IKca (también llamado SK4) que aparentemente se encuentra involucrado en el proceso de
movilizacién tanto en células cancerosas y no cancerosas. Este canal facilita la retraccion
de la parte distal de células migrantes induciendo el encogimiento celular local en este
polo de la célula (Hahn & Covault, 1992). Debido al gradiente intracelular de calcio, el
canal SK4 pareciera ser activo principalmente en la parte trasera de las células migrantes;
sin embargo, éste y otros canales Kca también se encuentran en la parte frontal de las
células en movimiento (Schwab et al., 2006), por lo que dichos canales podrian tener

alguna otra funcion en la biologia de la migracién celular.

Recientemente se reporté que en las células MDA-MB-435s, una linea celular de cancer
de mama altamente metastasica, la expresion funcional de otro canal Kca, el SK3, es
importante para la migracién celular pero no para la proliferacion. Mientras que su
expresion en lineas celulares no metastasicas ha sido estudiada pero no detectada.
Ademas, al bloquear la expresion de este canal con el uso de un RNA de interferencia
(siRNA) especifico, se abate practicamente en su totalidad la migracién de las células
MDA-MB-435s. Ademas, al realizar experimentos de expresion transitoria, se pudo
observar el aumento en la migracién de células carentes del canal SK3. Por lo que se ha
propuesto el bloqueo de este canal para impedir la migracidon, invasion y propiedades

metastasicas de las células que lo expresen (Potier et al., 2006).

Por otro lado, la inhibicion de los canales de potasio K,1.3 de los linfocitos T previene la
diferenciacion y crecimiento celular inducido por estimulaciéon con antigenos (Deutsch &
Chen, 1993; Koo et al., 1997). Los canales de potasio de estas células influencian,
indirectamente, la concentracién de calcio intracelular ([Ca2*]) modificando el potencial de
membrana. En las células no excitables la entrada de calcio puede ser mediada por

canales de calcio activados por liberacion de calcio intracelular (canales SOC), y por varios



miembros de la familia TRP (Clapham, 2002), por lo tanto, la hiperpolarizacion causada
por la actividad de los canales de potasio incrementa la fuerza impulsora para la entrada
de calcio desde el medio extracelular. Asi, los canales de potasio estan involucrados en la
diferenciacion y crecimiento de células no excitables mediante su influencia en la [CaZ*].
Aunado a ello, varios estudios han demostrado que la actividad de los canales de potasio
es un factor determinante para la progresion del ciclo celular a través de la fase G1
(Wonderlin & Strobl, 1996).

Asimismo, se ha reportado que la actividad del canal humano de potasio del tipo ether a
go-go (hEAG) confiere propiedades oncogénicas. En tejidos normales se encuentra
solamente en el cerebro, mientras que puede expresarse en células tumorales de
practicamente cualquier tejido (Pardo et al., 2005). La expresion del canal hEAG, al menos
a nivel de mRNA, ha sido reportada en células de cancer cervical, tumores de mama,
neuroblastoma, melanoma y carcinoma de colon; y en experimentos en donde se inhibe su
expresion se ha observado una reduccion en la proliferacion en lineas celulares de cancer,
por lo que se ha propuesto como blanco terapéutico para el tratamiento del cancer (Pardo,
2004). Sin embargo, el bloqueo farmacologico de este canal no es factible con los
compuestos disponibles hasta el momento, dado que pertenece a la familia de canales de
potasio hERG que esta involucrada en la repolarizacién cardiaca, y su inhibicién puede
inducir arritmias. Por ello, los estudios actuales se enfocan al uso de anticuerpos para
isoformas especificas del canal, que puedan ser utilizados en la deteccién y tratamiento de

la enfermedad (le Guennec et al., 2007).

Canales de calcio

Los canales de calcio dependientes de voltaje desempefian un papel muy importante en la
regulacion de la homeostasis del calcio. El incremento en la concentracion intracelular de
este i6n permite la activacion de multiples mecanismos involucrados con la biologia del
cancer, tales como la proliferacién contraccion, secrecion, invasion y modificacion de la
expresion génica (le Guennec et al., 2007). La expresion funcional de los canales de calcio
dependientes de voltaje, especificamente del canal Ca,3.2 (que junto con Ca,3.1 y Ca,3.3
forman la familia de canales de calcio tipo T), ha sido reportada en las lineas celulares PC-
3, LNCaP y DU-145 de cancer de prostata, MDA-MB-231, MDA-MB-435 y MDA-MB-361
de cancer de mama y Jurkat de leucemia; en donde desempefian un papel fundamental en
la proliferaciéon celular. Haverstick y colaboradores (2000), utilizaron lineas celulares de

cancer de prostata, asi como una cepa modelo de raton, para demostrar que al reducir el



flujo de calcio al interior celular, bloqueando la actividad de los canales Ca,3.2 con un
compuesto semi  especifico (TH-1177); la  proliferacion celular  disminuye
considerablemente. El incremento en la concentracion de calcio es necesaria en el ciclo
celular en distintas fases de transicion especificas, y aun no se sabe en cual de ellas actua
el compuesto TH-1177, pero es posible que intervenga en varias de ellas. El efecto de los
canales tipo T sobre la proliferacion celular ha sido confirmada mas recientemente en
células de cancer de mama, en las que el abatimiento de la expresion de canales Ca,3.1y
Ca,3.2 mediante el uso de RNAs de interferencia, resulté en una disminucién del 45% de

la proliferacion celular (Taylor et al., 2008b; Taylor et al., 2008a).

Canales de cloruro

Gruber y Pauli (1999) demostraron que la expresiéon del canal de cloruro activado por
calcio CLCA2 es menor en las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231, MDA-
MB-435 y MCF-7 respecto a las células no cancerosas. Inversamente, la reintroduccion
estable de este canal, reduce la capacidad invasiva de las lineas celulares in vitro; asi
como la formacién de tumores metastasicos de las células MDA-MB-231 en cepas
modificadas de ratdn; lo que llevo a pensar que los canales de cloruro activados por calcio
podrian actuar como supresores de tumores en el cancer de mama; y posteriormente, se
observd que podrian desempenar la misma funciéon en cancer colorrectal (Bustin et al.,
2001). Sin embargo, aun no se han obtenido evidencias claras de los mecanismos
celulares a través de los cuales este canal puede ejercer su funcion anticancerigena, y
hasta la fecha no se han reportado otros estudios que relacione a los canales de cloruro

con el cancer.

Canales de sodio

En 1995 se reportd el primer analisis de canales de sodio dependientes de voltaje en
células cancerosas, correspondientes a dos lineas celulares de cancer de prostata de rata:
Mat-Ly-Lu, altamente metastasica, y AT-2, ligeramente metastasica. En la linea Mat-Ly-Lu
se detectd una corriente entrante generada por el transporte de sodio, por canales
dependientes de voltaje sensibles a la TTX (la corriente fue inhibida en su totalidad con
una concentraciéon de 600 nM de la toxina); mientras que en la linea, AT-2, no se encontro
ninguna corriente entrante. Al evaluar la importancia de esta corriente sobre la capacidad
metastasica, se observé que su inhibicién conlleva a una disminucién de hasta el 50% en
la capacidad de invasion de las células altamente metastasicas (Grimes et al., 1995). Dos

afios mas tarde, se reportd el mismo fendmeno al estudiar las lineas PC-3 (metastasica) y



LNCaP (no invasiva) de cancer de prostata de humano; lo cual sugeria fuertemente que la
expresion funcional de canales de sodio es importante para que se lleve a cabo la
metastasis. Posteriormente, el mismo grupo de investigacion analizé la linea DU-145 de
cancer de préstata humano, con capacidad minima de invasién y raramente metastasica;
encontrando que los canales de sodio no se expresan en dichas células (Laniado et al.,
1997). Un analisis detallado con herramientas de biologia molecular revel6 que el canal
que se sobre expresa en el cancer de prostata es el formado por la subunidad Na,1.7 (Diss
et al., 2005). Por lo que, la expresion de este canal se ha propuesto como un novedoso

marcador de cancer de prostata y un nuevo blanco terapéutico (Diss et al., 2005).

Al parecer, el cancer de prostata no es el Unico en el que la expresion de los canales de
sodio desempena un papel importante en la biologia del carcinoma, pues en el cancer de
mama también se han visto involucrados. En este caso, mediante el bloqueo de los
canales de sodio sensibles a la TTX en la linea celular MDA-MB-231, se determiné que la
actividad de estos canales se encuentra estrechamente relacionada con la capacidad
invasiva de estas células, ya que disminuye de manera significativa al bloquear totalmente

la activad de los canales (Roger et al., 2003).

En un estudio posterior, se pudo comprobar, que ademas de contribuir en el proceso
invasivo, la actividad de los canales de sodio esta involucrada con la migracién celular, la
galvanotaxis (movimiento direccional en un pequefio campo eléctrico dirigido por
corriente), y la endocitosis; ya que todas estas funciones celulares se vieron notablemente
disminuidas en la linea celular MDA-MB-231 en presencia de TTX. Ademas, en este
estudio, se determiné que el canal de sodio sobre expresado, y directamente relacionado
con la capacidad metastasica /n vifro; asi como con la progresion del cancer in vivo,
corresponde a la subunidad Na,1.5, en su variante neonatal originada por el

procesamiento alternativo del mRNA (Fraser et al., 2005).

En otros tipos de cancer, como el de pulmén (estudiado en lineas celulares de células
pequeias, no pequenas y directamente en biopsias) (Onganer & Djamgoz, 2005; Roger et
al., 2007), asi como en la leucemia (le Guennec et al., 2007) se ha investigado la
participacion de los canales de sodio en distintos aspectos de la biologia celular
involucrados en el cancer y ha quedado establecido que participan en la invasividad de las

células in vitro.

Expresion diferencial de canales de sodio en cancer



Un aspecto sobresaliente de la participacion de los canales de sodio en la biologia de
diferentes tipos de cancer es la expresion diferencial de las subunidades que forman estos
canales entre el tejido canceroso y el sano, asi como del tipo de subunidad o
mayoritariamente expresada en los diferentes tipos de cancer. Por ejemplo, la linea celular
derivada de cancer de préostata MAT-LyLu posee los mRNAs de al menos ocho diferentes
subunidades o de canales de sodio. De ellos, los mas abundantes son Na,1.7 y Na,1.1. En
comparacion, la linea celular AT-2, con una actividad de metastasis mucho mas débil que
las MAT-LyLu, presenta niveles de mRNA muy bajos para las subunidades o de los
canales de sodio (Diss et al., 2001). En concordancia con estas observaciones, estudios
electrofisiolégicos indican que las células MAT-LyLu expresan una corriente de sodio
dependiente de voltaje cuyas caracteristicas biofisicas y farmacoldgicas coinciden con las
descritas para los canales de sodio formados por la subunidad Na,1.7 (Ding & Djamgoz,
2004; Grimes & Djamgoz, 1998). Los trabajos del grupo de investigacion encabezado por
el Profesor Mustafa Djamgoz, en el Colegio Imperial de Londres, han demostrado la
importancia del papel que desempenan los canales de sodio en diversos procesos
celulares fundamentales relacionados con el comportamiento metastasico de las células
MAT-LyLu, por ejemplo, en la invasion (Grimes et al., 1995), motilidad (Fraser et al., 2003),
desarrollo morfolégico (Fraser et al., 1999), actividad secretora (Mycielska et al., 2003), asi
como el efecto del factor de crecimiento epidérmico sobre tales eventos celulares (Ding et
al., 2008).

Por otro lado, los carcinomas de prostata y de mama comparten mucha similitud en varios
aspectos que incluyen la sensibilidad a hormonas, un pronunciado tropismo por metastasis
hacia los huesos y tendencia a la co-ocurrencia en familias (Rodriguez et al., 1998). Las
similitudes entre estos dos tipos de cancer se extienden al nivel molecular, pues un par de
trabajos recientes han demostrado que la capacidad metastasica de lineas celulares de
cancer de mama /n vifro y la progresion del mismo carcinoma /n vivo esta directamente
relacionada con un incremento en la expresion y actividad de canales de sodio, y de
manera particular de la subunidad Na,1.5 (Fraser et al., 2005; Roger et al., 2003). Es
importante mencionar que en estos estudios se compararon los niveles de las
subunidades Na,1.5, Na,1.6 y Na,1.7 entre la linea celular altamente metastasica MDA-
MB-231 y la MCF-7, la cual manifiesta una capacidad metastasica mas débil. La diferencia
en expresion total de subunidades de canales de sodio entre ambas lineas celulares fue
de mas de 100 veces, de la cual, la subunidad Na,1.5 representé el 82% de dicha sobre

expresion en las células MDA-MB-231, y el restante 18% fue debido a la subunidad



Nay1.7, mientras que Na,1.6 se expresd en cantidades similares en ambas lineas celulares
(Fraser et al., 2005).

Los antecedentes descritos en los dos parrafos anteriores indican que ademas de
expresarse de manera diferencial en los canceres de prostata y de mama, parece existir
una expresion preferencial tejido especifica de las subunidades que dan lugar a los

canales de sodio.

Canales iénicos en cancer cervicouterino

La informacion en la literatura acerca de la participacion de los canales i6nicos en la
biologia del CaCu se limita a reportes sobre la existencia de canales de cloruro activados
por volumen (Shen et al., 1996; Shen et al., 2000), y diferentes tipos de canales de potasio
dependientes de voltaje (Farias et al.,, 2004; Suzuki & Takimoto, 2004). De particular
relevancia para el presente trabajo de tesis, el grupo del Dr. Camacho (Farias et al., 2004)
reporto la presencia de corrientes de potasio muy prominentes debidas al canal ether a-go-
go (EAG) en células de cultivos primarios provenientes de biopsias de CaCu (Fig. 4). Los
resultados de dicho trabajo permitieron proponer al canal EAG como un potencial
marcador molecular del CaCu. Observando los registros de corriente de la Fig. 4 se puede
detectar un pequefno componente de corriente entrante cuya maxima amplitud se observé
a voltajes negativos (alrededor de -20 mV; Fig. 4 A). Este componente de corriente entrante
fue estudiado con mayor detalle posteriormente por nuestro grupo de investigacion y los

resultados se describen brevemente a continuacion.
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Figura 4. Relaciones corriente-voltaje obtenidas de células en cultivo primario provenientes de
biopsias de cancer cervical. Los registros se obtuvieron con la técnica de patch-clamp en la
configuracion de célula completa, en respuesta a rampas de voltaje de -80 a +120 mV. Cada panel
corresponde a una célula diferente. Note el componente de corriente entrante entre -40 y 0 mV
registrado en la célula del panel A (Modificada de Farias et al., 2004).



Utilizando los mismos cultivos primarios establecidos por el grupo del Dr. Camacho (Farias
et al., 2004), asi como biopsias de cervix con cancer y no canceroso, nuestros resultados
indican que la aparicién del CaCu se acompana de una mayor expresion funcional de
canales de sodio dependientes de voltaje sensibles a la TTX (Fig. 54y B). Concretamente,
se detectd la presencia de las subunidades Nay1.2, Na,1.6 y Na,1.7, mientras que la
subunidad Na,1.4 se observo tanto en el tejido sano como en el canceroso (Fig. 50) (Diaz
et al., 2007). Es importante mencionar, que estudios posteriores sobre la identidad
molecular de la subunidad Na,1.7 detectada en CaCu, han revelado la existencia de dos
posibles isoformas de dicho gen, una que corresponde a la secuencia reportada en el
GenBank (X82835), y otra que comparte solo un 87% de homologia con dicha secuencia,
y que no ha sido reportada previamente en humano. En adelante, tales isoformas seran

llamadas Na,1.7a y Na,1.7b, respectivamente’.
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Figura 5. Canales de sodio dependientes de voltaje sensibles a la TTX en CaCu. A) Trazos
representativos de corrientes de sodio a 0 mV en la presencia de las concentraciones de TTX
indicadas. B) Curva dosis-respuesta para el bloqueo de la corriente de sodio por TTX en células de
CaCu provenientes de tres cultivos primarios diferentes (JP, 085 y 354). C) Expresion de diversas
subunidades o de canales de sodio en los mismos cultivos primarios del panel B. Muestras de RNA
total (500 ng) fueron analizadas mediante RT-PCR estandar usando primers especificos para cada
una de las subunidades a indicadas, asi como para B-actina (Act). En el carril M se corrio el
marcador de peso molecular en incrementos de 100 pares de bases (bp), (Modificada de Diaz et
al., 2007).

Los resultados obtenidos hasta el momento por nuestro grupo de investigacion referentes
a la expresion diferencial de canales de sodio en CaCu, representan una observacion
importante y trascendental que permite considerar a estos canales como posibles
marcadores moleculares para la deteccién y como blanco para el tratamiento del CaCu.
Con la idea de profundizar en dicha observacion inicial, el objetivo del presente proyecto
de investigacion es realizar un estudio de expresion génica mediante PCR en tiempo real

para determinar si existen diferencias cuantitativas en la expresion de las diferentes



subunidades (o y B) de canales de sodio. De ser el caso, sera importante caracterizar
electrofisiolégica y molecularmente dicha subunidad o subunidades y asi proponerla (s)

como blanco principal para la deteccién y/o tratamiento del CaCu.

1 Cabe acotar que la aseveracion de la posible existencia de las dos isoformas tiene como respaldo
(hasta el momento) los resultados obtenidos utilizando unicamente el fragmento de 748 pares de
bases amplificado con la técnica de PCR. Para obtener una conclusion final al respecto, tenemos
planeado clonar la secuencia completa de dicho canal, como parte de un proyecto paralelo a la
presente tesis de maestria.



OBJETIVOS

Obijetivo General
Determinar cuantitativamente la expresion génica de las subunidades o y p de los canales

de sodio dependientes de voltaje presentes en CaCu.

Objetivos Particulares

1. Investigar la expresion de las subunidades o (Na,1.1 y Na,1.3) y B (Na,p1-p4) en
cultivos primarios y biopsias de CaCu, asi como en biopsias de tejido no canceroso.

2. Determinar la abundancia relativa de las subunidades o y f de los canales de sodio

dependientes de voltaje expresados en CaCu.

HIPOTESIS

Las subunidades o y B de los canales de sodio presentes en CaCu se expresan

diferencialmente entre ellas y con respecto al tejido de cervix no canceroso.



METODOS

La estrategia experimental del presente trabajo consistio en tres etapas. La primera de
ellas fue la obtencibn de RNA de las distintas muestras biologicas; la segunda fase
consistio en la deteccidon de subunidades a y B de los canales de sodio mediante la técnica
de RT-PCR estandar, y en la etapa final se cuantifico la expresion relativa de cada una
dichas subunidades utilizando la técnica de PCR en tiempo real con el empleo de sondas

TagMan. A continuacién se detallan las técnicas utilizadas en cada una de las etapas.

Extraccion de RNA de muestras bioldgicas

Se extrajo RNA total de cultivos de células de CaCu humano, obtenidos a partir de la
descongelacion de células de cultivos primarios previamente establecidos por el Dr. Javier
Camacho, del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAV) del Instituto
Politécnico Nacional. Brevemente, los cultivos primarios fueron establecidos en 2004 por
miembros de laboratorio del Dr. Camacho, bajo el siguiente procedimiento: se obtuvieron
biopsias de pacientes diagnosticadas con CaCu, que no habian recibido ningun tipo de
tratamiento anticancerigeno (quimioterapia, radioterapia, o cirugia), registradas en el
Instituto Nacional de Cancerologia, siguiendo las consideraciones éticas correspondientes.
Se disecaron fragmentos de tejido de aproximadamente 0.25 cm?® e inmediatamente se
colocaron en tubos conicos con medio de cultivo celular preparado con DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) rico en glucosa, 10% de suero fetal bovino y antibiéticos, para
ser transportados al laboratorio. El tejido fue sometido a fragmentacién mecanica para
obtener células aisladas, mismas que fueron distribuidas en cajas Petri e incubadas a
37°C en una atmosfera saturada de agua y compuesta de 95% de Oz y 5% de COa..
Cuando la monocapa de células alcanzé una confluencia aproximada del 80%, los cultivos
celulares fueron tripsinizados, y una alicuota de células fue resembrada en las mismas
condiciones. Este procedimiento se repitid tres veces y posteriormente alicuotas de células
fueron congeladas en nitrégeno liquido, para su posterior uso en diferentes tipos de

experimentos.

Tres alicuotas obtenidas de esta manera fueron donadas a nuestro laboratorio, mismas
que fueron descongeladas y dispersadas en botellas de poliestireno de 80 cm? (Nalge
Nunc International, Rochester, NY) con medio DMEM rico en glucosa, suplementado con
10% de suero fetal bovino, 1 mM de piruvato de sodio, 25 mM de HEPES, 100 U/ml de
penicilina, y 100 ug/ml de estreptomicina, e incubadas a 37°C con una atmésfera de 5% de
CO,. Cada 6 a 7 dias los cultivos fueron renovados usando una digestion breve con

tripsina y una solucion salina libre de Ca2* y Mg?*, seguida de la siembra del 10% del total



de las células. Los tres cultivos primarios fueron denominados JP, 085 y 354 y fueron
caracterizados electrofisiolédgicamente en un reporte previo de nuestro laboratorio (Diaz et
al., 2007).

Cuando los cultivos primarios llegaron a una confluencia del 80 al 90%, las células fueron
extraidas de los frascos de cultivo mediante una digestion breve con ftripsina, y
resuspendidas en 10 ml del mismo medio de cultivo; se prepard una dilucién 1:10 con el
medio de cultivo y posteriormente una dilucién 1:2 con el colorante azul de tripano, para
ser cuantificadas en camaras de Neubauer. Se colectaron ~5 X 106 células por
centrifugacion y se procesaron con el kit NucleoSpin® RNA Il (BD Biosciences Clontech,
Palo Alto, CA) para obtener RNA total. El procedimiento general que se sigui6 con este kit
se ilustra en la Fig. 6. El proceso inicié con la lisis celular mediante una incubacién con un
amortiguador que contenia elevadas cantidades de sales caotrdpicas, que inactivaron
inmediatamente a las RNasas presentes en la muestra, y crearon las condiciones
adecuadas para la adsorcion del RNA a la membrana de silica presente en las columnas
del kit. Después de la lisis, se consiguié la homogenizacién y reduccion de la viscosidad
por medio de la filtracidon de la muestra en la misma columna. La membrana de silica fue
lavada con un amortiguador de desalado (MDB, membrane desalting buffer) que permitio
la generacién de las condiciones 6ptimas para un tratamiento posterior con DNasa |, que
eliminé cualquier molécula de DNA contaminante unida a la membrana. Posteriormente la
columna fue lavada, y la muestra colectada en un volumen final de 100 uL de agua libre de

RNasas.

En colaboraciéon con el Dr. Jaime Berumen, del Hospital General de México, se obtuvo
RNA total de biopsias de pacientes con cancer cervical en distintos estadios de invasividad
(de acuerdo al sistema de clasificacion FIGO (Quinn et al., 2006)), diagnosticados en la
Unidad de Oncologia del mismo Hospital. Solamente se incluyeron muestras de pacientes
que no habian recibido ninguna terapia anticancerigeno, ni tratamiento quirurgico alguno.
Asimismo, se obtuvo RNA total de biopsias de cérvix no canceroso, provenientes de
histerectomias por patologias ginecoldgicas benignas realizadas a pacientes cuya
evaluacién de presencia de cancer, por colposcopia, fue negativa. En ambos casos, la

extraccion del RNA se realizé con el reactivo de triazol (Invitrogen, Carlsbad, CA).

En todos los casos, la concentracion de las muestras de RNA fue determinada con la

ayuda de un espectrofotdmetro (Eppendorf AG, Alemania), y su integridad fue evaluada



por electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio (Fig. 7). Todas

las muestras fueron almacenadas a -70°C para su uso posterior.

Lisis de las células
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Figura 6. Procedimiento general para extraccién de RNA total mediante el kit NucleoSpin® RNA IL.

28s

18s

Figura 7. Ejemplo de la integridad del RNA extraido de los cultivos primarios de CaCu.
Aproximadamente 1 ug de RNA total (en cada carril) se separ6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%, en TBE 0.5X y tefiidos con bromuro de etidio. Se muestran 11 diferentes alicuotas
de RNA obtenidas de los cultivos de CaCu: JP, 085 y 354. Noétese la integridad de las dos
fracciones de RNA ribosomal esperadas (28s y 18s).. En esta figura y en todas las siguientes que
involucren geles de agarosa, se presenta la forma negativa de la fotografia digital obtenida
originalmente.

RT-PCR estandar o de punto final
La identificacidn del mMRNA de cada una de las subunidades a y B de los canales de sodio
en los cultivos primarios y biopsias de cancer, asi como en las muestras de cérvix no

canceroso, fue realizada mediante reacciones de transcripcién inversa acoplada a la



reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), empleando primers especificos
(oligonucledtidos que funcionan como “cebadores” en esta técnica) para cada gen (Tabla
1). Todos los primers fueron disefiados en este estudio utilizando el programa DNAsis Max
(MiraiBio, Inc. Alameda CA). Como controles positivos se utilizé RNA total de cerebro (HB)
y de la raiz del ganglio dorsal (DRG) de humano, comercialmente disponibles (BD
Biosciences Clontech). Para detectar posible contaminacion con DNA genémico, se
incluyeron reacciones con primers comerciales para B-actina (Invitrogen) en las que se

omitié la enzima transcriptasa inversa.

. No. de Secuencia de par de oligonucleétidos Temp. de Tamaifio
Subunidad | acceso al Y o . .
GenBank (5’ -3) Alineamiento (pb)

S | TGGCAGTGTTTCCAGCGAATGG
Nav1.1 NM_006920 64°C 656

As | GGCGAGTCCAAGTTCTACCAGG

S | GGAGAGAGAGACAGCTTTCC
Nav1.3 | NM_006922 63°C 551
As | CCAGAGGAATCCTCCAGCATC

S | GAGACCGAGGCCGTGTATGGGATG
Na.B1 NM_001037 66°C 593
As | GCCCAGGGCCAGGGCTATT

S | CTGAAGCTGGAGCGGTTTCAA
Na.2 NM_004588 60°C 342
As | CTTGCCCTCCTCCTCGGTCT

S | GGTCAGAAAGTCGCCCCCTG
Na.83 NM_018400 66°C 324
As | CTCGGGCCTGTAGAACCATTC

S | CACGCCACCATCTTCCTCCAA
Na.34 NM_174934 65°C 284
As | TGCAGCTGCTCAGCCCGAAG

Tabla 1. Oligonucledétidos (orimers) empleados en las reacciones de RT-PCR estandar. Se muestra
la secuencia de cada uno de los pares de primers (sentido, S; y antisentido, As) utilizadas para
investigar la expresion de las subunidades de los canales de sodio indicadas, en muestras de CaCu
y de cérvix no canceroso. También se indica la temperatura de alineamiento y el tamafno del
amplicén esperado para cada gen.

Las reacciones de RT-PCR se llevaron a cabo utilizando un termociclador programable
Mastercycler Gradient (Eppendorf AG, Alemania), empleando el kit Superscript One-Step
(Invitrogen) de la manera que se describe a continuacién. Las reacciones se llevaron a
cabo en un volumen final de 50 pl, incluyendo de 250 a 500 ng de RNA total, 1 ul de la
mezcla de enzimas RT/Platinum Taq, ~0.2-0.5 uM de cada primer, y 25 ul de amortiguador
2X. Este a su vez contenia 0.4 mM de cada deoxi-nucleétido trifosfatado (ANTP) y 2.4 mM
de MgSOs. Las mezclas de reaccion fueron sometidas a un programa de ciclado térmico
dividido en dos etapas; en la primera se sintetizé el DNA complementario (cDNA) a 50°C

durante 30 min. Posteriormente se amplificé el cDNA mediante una reacciéon de PCR que




consistio de un paso de desnaturalizacién inicial a 94°C por 2 min, seguida de 40 ciclos,
cada uno consistente de tres fases: 15 s a 94°C, 30 s a la temperatura 6ptima de
alineamiento (Tabla 1), y 30 s mas a 72°C. La amplificacion fue finalizada con un paso de

elongacion a 72°C por 7 min.

La identidad de los productos de amplificacion se comprobd al digerirlos durante ~120 min
con enzimas de restriccion especificas (New Englan Biolabs, Beverly, MA). La enzima
empleada y la temperatura a la que fue llevada cabo cada digestion son especificadas en
la Tabla 2. El tamafo de los productos amplificados, asi como el de los fragmentos
resultantes de las digestiones, fue determinado por electroforesis en geles de agarosa al
1-2%, y visualizados por tincién con bromuro de etidio, comparandolos con marcadores de
tamano molecular (Ladder de 100 pb, New England Biolabs), empleando TBE al 0.5X

como solucion amortiguadora de corrida.

Subunidad Enzima de restriccion Temp. de digestion Fragmentos esperados (pb)

Apol 50°C 331y 325

Nav1.1
BamH | 37°C 83y 573
Nav1.3 Apol 50°C 101y 450
Nav1 Pvull 37°C 160 y 433
Na/f2 Hpalll 37°C 89y 253
Na/33 BsmB | 55°C 111y 213
Na.B4 Sacl 37°C 99y 185

Tabla 2. Enzimas de restriccion empleadas en la digestion de los productos obtenidos por PCR
estandar. Con base en el andlisis de las secuencias de cada uno de los genes investigados
(columna Subunidad), se predijo el numero y tamano de los fragmentos que se obtendrian como
producto de la digestion de cada cDNA con las enzimas indicadas. Nétese que algunas enzimas
requieren temperaturas mas altas (50°C) de la usual (37°C) para digerir el DNA.

Con el fin de confirmar la identidad molecular de cada uno de los fragmentos amplificados
(amplicones), se procedio a su clonacioén y posterior secuenciacion. Los amplicones fueron
clonados en el vector pCR®4 usando el kit Zero Blunt® TOPO® PCR cloning (Invitrogen)
(Fig. 8) como a continuacién se detalla. De la reaccion de PCR se us6 el volumen
equivalente a ~10 ng del amplicén (utilizando como guia la densidad 6ptica de las bandas

del marcador de peso molecular) y se subcloné en el vector pPCR®4, en presencia de sales




de Mg?* para hacer mas eficiente la reaccién. Los plasmidos resultantes de la clonacion se
usaron para transformar bacterias £. coli quimicamente competentes de la cepa TOP10,
por el método de choque térmico (Sambrook J. & Rusell D, 2001). Las bacterias
transformadas fueron capaces de crecer en medio Luria-Bertoni (LB) sélido, en presencia
de ampicilina a una concentracion de 100 ug/ml. Asi, después de la transformacion se
eligieron algunas colonias para propagarlas en medio LB liquido, con la misma
concentracion de antibiético, para amplificar el plasmido de interés. Se extrajo el DNA
plasmidico por el método de lisis alcalina (Sambrook J. & Rusell D, 2001) y una pequefia
alicuota fue sometida a digestion con la enzima EcoR | que permitié liberar el fragmento
insertado en el vector. Luego de comprobar por su tamafio en un gel de agarosa al 1%,
que se trataba de los fragmentos de interés, algunos de los plasmidos se eligieron para
secuenciar de manera automatica en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de

Fisiologia Celular, utilizando el primer T7 (Fig. 8).

Posteriormente, se determind el porcentaje de identidad de cada amplicon secuenciado,
comparandolo con la secuencia reportada en el GenBank, haciendo el alineamiento de
cada par de secuencias con el programa LALIGN de uso gratuito en Internet

(http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html).

En el caso particular de Na,2, en las biopsias de CaCu se detectaron varios amplicones
de tamanos muy similares al tamafo de banda esperado (detectado en el control positivo),
por lo que éstos fueron analizados con mayor detalle. Primero, los diferentes amplicones
fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 2%, escindidos del gel, y
purificados por columnas de afinidad empleando el kit Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up
System, siguiendo las instrucciones del proveedor. EI DNA purificado de esta manera se
utilizo como molde para su (re) amplificacion mediante PCR estandar. Cada reaccion fue
realizada en un volumen final de 50 pl, incluyendo 5 de los 20 ul obtenidos de la
purificacién de cada amplicén, 1 U de la polimerasa Deep Vent (New England Biolabs),
~0.2-0.5 yM de cada oligonucledtido (iguales a los usados en las reacciones de RT-PCR),
0.2 mM de deoxi-nucleédtidos trifosfatados (dNTPs), y 5 ul del amortiguador 10X ya
mencionado. Las mezclas de reaccién fueron sometidas a un programa de ciclado térmico
que consistié de un primer paso de desnaturalizacién a 94°C durante 2 min, seguido de 45
ciclos consistentes de tres fases: 15 s a 94°C, 30 s a 60°C y 30 s a 72°C, y finalizado con
un paso de extensién a 72°C durante 7 min. Posteriormente, se corroboroé la identidad de
los amplicones mediante digestibn enzimatica seguida bajo las mismas condiciones

mencionadas anteriormente, y se procedio a su clonacién para posterior secuenciacion, de


http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html

la misma manera que fueron clonados y secuenciados los fragmentos amplificados por
RT-PCR.

LacZa initiation codon
M13 Reverse priming site | T3 priming site
| I | \
201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAAGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

Spe | Pst | Pmel EcoR| EcoR | Not |
jr

I | | [ 1
261 GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC CCTTR:EDNEYYEWANCCGGC GAATTCGCGG
CTGATCAGGA CCTCCAAATT TGCTTAAGCG GCAANMMCIVSERTTCCCG CTTAAGCGCC

T7 priming site M13 Forward (-20) priming site
|

CCGCTAAATT CAATTCGlCCC TATAGTGAGT CGTATTE{CAA TTC}‘JCTGGCC GTCGTTTTAC
GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCAAAATG

311

3956 bp

Figura 8. Mapa del vector pCR®4. Se muestra un esquema de la composicion general del vector en
el que fueron clonados los fragmentos de las subunidades Nav amplificados por RT-PCR estandar.
En el recuadro negro se muestra el lugar en el que se inserté cada fragmento, mismo que fue
secuenciado con el primer T7, cuya secuencia de unién al plasmido también se indica en el
esquema.

RT-PCR en Tiempo Real

La expresion diferencial de los canales Na, en los cultivos primarios y las biopsias de
CaCu, asi como en el tejido cervical no canceroso, se llevo a cabo mediante la técnica de
PCR en Tiempo Real, utilizando ensayos (pares de primers y sonda fluorescente) de la
tecnologia “Taq Man” especificos para cada uno de los genes de interés de este proyecto:
Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3, Na,1.6, Na,1.7a, Na,1.7b, Na,1, Na,f2, Na,,3 y Na,p4.
Asimismo, se incluyd un ensayo comercialmente disponible para B-actina como control
(Tabla 3). Los ensayos fueron sintetizados por la compania Applied Biosystems (Foster
City, CA), y cada uno de ellos consisti6 de una sonda hidrolitica complementaria a un
fragmento de cada gen, flanqueada por un par de primers. La sonda contiene un
compuesto fluorogénico reportero FAM (6-carboxifluoresceina) unido covalentemente al
extremo 5’, cuya fluorescencia es absorbida antes de que se inicie la reaccién de PCR por

el apagador no fluorescente NFQ, localizado en el extremo 3’ de la sonda. El disefio



general de estos ensayos, también denominados sondas TagMan se muestra en la Fig 9.
Las ventajas del empleo de la técnica de PCR en Tiempo Real respecto a la PCR
convencional, asi como informacién acerca del fundamento y analisis de los datos se

detallan en el Apéndice A de esta disertacion.

Al igual que en el caso de las amplificaciones por PCR estandar, los amplicones obtenidos
por PCR en Tiempo Real fueron clonados para ser secuenciados y de esta manera
corroborar su identidad molecular. Para ello, una vez finalizada la reaccion de
amplificacién, los fragmentos de PCR fueron purificados utilizando columnas del kit
Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System, como ya se menciono anteriormente. En este
caso, los amplicones fueron clonados en el vector pCR®8, usando el kit GW/TOPO® TA
Cloning® (Invitrogen) (Fig. 10). El empleo de este vector en particular se debe a que, a
diferencia de los productos obtenidos por PCR estandar, los fragmentos de DNA
amplificados por PCR en tiempo real contienen terminaciones de adeninas colgantes, es

decir, sin la complementacion correspondiente en la hebra hermana de DNA.

iRF JNFQ)—(MGB

Figura 9. Esquema general de los componentes de un ensayo TaqMan. Se muestran los primers
sentido y antisentido como lineas cortas alineadas en los extremos de cada hebra del DNA,
delimitando el fragmento a amplificar. La sonda hidrolitica marcada fluorogénicamente se disefia de
tal manera que se una en la region central del fragmento que se quiere amplificar. R: Reportero;
NFQ (non fluorescence quencher): Apagador de la fluorescencia; MGB (minor groove binder):
estabilizador de la sonda.

: No. de acceso Secuencia de par de primersy sonda -
Subunidad al GenBank 5 - 3) Tamafo (pb)
S | GAGCAATGAGTATAGCCAGCATTCTA
Nav1.1 NM_006920 As | AAATGCCCACCCTGTTGGT 80

Son | TGAAGAATCCAGGCAG

S | TGGTCATTTTCTTGGGCTCATTCT
Nav1.2 M94055 As | CCTATGAGGAACAGAATCAGGCC 82
Son | TGATCTTGGCTGTGG
Nav1.3 NM_006922 S | AGACGCAATAGCAAAACAAGCATTT 75




As

TGTTGGATCTGAAAATGACTTTGCTG

Son

CAGTTTCAGAGGTCGG

Nav1.6

AF225988

S

GGGATCCATGGAACTGGTTAGATTT

As

AACATTCAGGGTTCTCCGAGC

Son

AGTTTGTGGACCTGGG

108

Nav1.7a

X82835

S

GCAATGTTTCAGCTCTTCGAACTT

As

TATTTCTGTAATCCCAGGCCTGAAG

Son

GAGTATTGAGAGCTTTGAAAA

73

Nav1.7b

X82835

S

GGGCAATGTCTCAGCGTTGA

As

GTCATTCCAGGACTAAAGACCATCG

Son

GAGTTCTCCGAGCAT

82

NavB1

NM_001037

S

GGAGGATGAGCGCTTCGA

As

ACCAAAGACCTGCAGGATCTG

Son

AATGGCAGCCGGGG

69

NavBZ

NM_004588

S

TGCAGCCGGAGGATGAG

As

CAAGATCCATCTGCAGGTCCTC

Son

CCCCTGACCGCCACCG

91

NavBS

NM_018400

S

CGCCAGCCCCAGAAGAT

As

TCAGTGTCTGCTTCCCTGTG

Son

TTTCCCCTGGCTTCTC

89

NavB4

NM_174934

S

AAGAAGTGGACAACACAGTGACA

As

CTCATCCTGCTGATCAAGAAACTCA

Son

CTGTCGTGGGCGGGGT

92

Tabla 3. Ensayos TagMan empleados en las reacciones de PCR en Tiempo Real. Se indica la
secuencia del primer sentido (S), del primer antisentido (As) y de la sonda (Son) utilizados para
cada gen estudiado. A la extrema derecha se muestra el tamafo del amplicon esperado para cada

gen.

Para realizar la transformacion se usé la misma cepa TOP10 de E£. cofi, pero el antibiético
de seleccion en este caso fue la espectinomicina, tanto para el crecimiento bacteriano en
el medio sélido como en el medio liquido. De igual manera, se obtuvo el DNA plasmidico
por el método de lisis alcalina, se digirié por ~120 min con la enzima £coR |, y se eligieron

algunos de ellos para ser secuenciados en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto,

usando el primer T7 o el GW1 (Fig. 10).




M13 forward (-20) priming site
r

B ——
501 TAACGCTAGC ATGGATGTTT TCCCAGTCAC GACGTTGTAA AACGACGGCC AGTCTTAAGC TCGGGCCCCA AATAATGATT

atiL1 GW1 priming site
[ ]

T T

581 TTATTTTGAC TGATAGTGAC CTGTTCGTTG CAACAAATTG ATGAGCAATG CTTTTTTATA ATGCCAACT TTG TAC AAA
ARC ATG TTT
EC‘UR\ EcoR | Leu Tyr Lys

-1 | I -

659 AAA GCA GGC TCC GAA TTC GCC CTT-tl product L\AG GGC GAA TTC GAC CCA GCT TTC TTG TAC

TTT CGT CCG AGG CTT AAG CGG GAL TTC CCG CTT AAG CTG GGT CGA AAG AAC ATG

Lys Ala Gly Ser Glu Phe Gly Leu Lys Gly Glu Phe Asp Pro Ala Phe Leu Tyr

GW2 priming site
aliL2 priming

1
T
713 AAAGTTGG CATTATAARA AATAATTGCT CATCAATTTG TTGCAACGAA CAGGTCACTA TCAGTCAAAA TAARATCATT

T7 promoter/priming site M13 reverse priming site
-1 I 1
791 ATTTGCCATC CAGCTGATAT CCCCTATAGT GAGTCGTATT ACATGGTCAT AGCTGTTTCC TGGCAGCTCT
S—} ___—
—

Figura 10. Mapa del vector pCR®8. Se muestra un esquema de la composicion general del vector
en el que fueron clonados los fragmentos de las subunidades Nav amplificados por PCR en Tiempo
Real. El recuadro azul (marcado como PCR Product) muestra el sitio en el que se inserté cada
fragmento, el cual puede ser liberado mediante la digestion de la construccion con la enzima EcoR
I. Ademas, el fragmento ligado puede ser secuenciado con cualquiera de los cuatro primers que
flanquean el sitio de clonacién del fragmento de PCR.

Rangos dinamicos

Los rangos dinamicos son una serie de experimentos de PCR en Tiempo Real que se
realizan previos a la cuantificacion per se de los genes de interés, y que tienen como
finalidad determinar la eficiencia de la reacciéon de PCR para cada uno de ellos, y conocer
la concentracion maxima y minima en la cual el molde (cDNA) puede ser cuantificado con
precision y exactitud. Para tal efecto se utilizaron 3 microgramos de RNA total de la
muestra

CaCu 354 (de la cual se contaba con la mayor cantidad de RNA total) para sintetizar cDNA
utilizando los reactivos del estuche Hijgh Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 20 pl, conteniendo,
ademas del RNA, 1 ul de la retrotranscriptasa MultiScribe, 2 ul de amortiguador para la
enzima, 0.8 pl de dNTPs (100 mM) 25X, 2 ul de random primers (oligonucledtidos de 6 a
10 pb de secuencia aleatoria que permiten la retrotranscripcién de cualquier molécula de
RNA presente en la muestra), 1 yl de inhibidor de RNasas, y H-O suficiente para llevar la

reaccion a 20 pl. Las mezclas fueron sometidas a un programa térmico que consistio de



tres etapas: un primer paso de 10 min a 25 °C, seguido de 120 min a 37 °C, y finalizado

con 5 s a 85 °C. El cDNA sintetizado se almacen6 a -20°C para su uso posterior.

A cada producto directo de la retrotranscripcion del RNA se le agregaron 20 ul de HO, y
se le denomind cDNA sfock; a partir de él se prepararon cuatro diluciones seriales 1:2, es
decir, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32, mismas que se utilizaron para preparar reacciones de PCR en
tiempo real usando el ensayo (par de primers y sonda) correspondiente para cada gen.
Cada reaccion fue preparada por triplicado en un volumen final de 15 pl, conteniendo 3 ul
de cDNA, 0.6 ul de ensayo, 3.9 pl de agua, y 7.5 pl del coctel TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems), que aseguré una mezcla uniforme y siempre constante
de todos los componentes necesarios para las reacciones de PCR en todas las muestras.
Para corroborar la ausencia de contaminantes en la reaccién, asi como la integridad y
estabilidad de los ensayos, en todos los casos se corrid al mismo tiempo un control
negativo (NTC), en el que se sustituyd el cDNA por agua. Las reacciones fueron
distribuidas individualmente en placas multipozos de 96 y cubiertas con tapas plasticas
adhesivas (Applied Biosystems) y se sometieron a un programa de variaciéon térmica que
consistié de: un primer paso de 2 min a 50°C, seguido de 10 min a 95°C para activacion
enzimatica y desnaturalizacién del cDNA, y finalmente de un paso de 45 - 50 ciclos
consistentes a su vez de dos fases: 15 s a 95°C y 1 min a 60°C. El proceso de
termociclado se realiz6 en un equipo para PCR en tiempo real ABI Prism 7300, acoplado a
una computadora que contiene el software SDS 1.2.2 (Applied Biosystems) para la

adquisicion y analisis de resultados.

Al final de la reaccion de PCR se fij6é el umbral (linea sobre el eje las abscisas, unidades
relativas de fluorescencia) comun para todas las amplificaciones y se determiné el valor de
Cr (threshold cycle) de cada una de las reacciones con ayuda del software del equipo. Se
obtuvo el Cr promedio de los triplicados de cada muestra, y se determiné la desviacion
estandar. En los casos en que la desviacion estandar fue mayor a 0.4 se repitié el rango

dinamico.

Evaluacion de la eficiencia de la reaccion de PCR
Los valores promedio de Cr fueron tomados como valores unitarios para construir el
grafico del rango dinamico, y asi determinar la eficiencia de la reaccién de PCR para cada

ensayo de la siguiente manera. Primero, se corroboré que la diferencia en el valor de Cr



de la reaccidon de cada dilucién correspondiera con la cantidad de cDNA utilizada, esto se

llevo a cabo empleando la ecuacion general de la PCR ideal:

P.=Tix2n Ecuacion 1

en donde P, es la cantidad de producto en el ciclo “/7’ y 7; la cantidad inicial de molde.
Esta condicién se cumple cuando la reaccién de PCR es 100% eficaz, es decir, cuando
por cada ciclo que avanza la reaccion de PCR, se duplica la cantidad de DNA presente en

la misma, lo cual ocurre en la fase exponencial de la reaccion (ver Apéndice A).

Teniendo en cuenta las diluciones seriales del cDNA utilizadas en el presente estudio, se
puede conocer la diferencia en la cantidad de molde presente inicialmente en cada una de
ellas, por lo que, es posible determinar la diferencia en el nimero de ciclos a los que
amplificara cada muestra; de esta manera, despejando a “/7’ de la ecuacién de la PCR

tenemos que:

Log magnitud de la dilucién
Log 2

N (No. Ciclos) =

En el caso particular de un rango dinamico montado con diluciones seriales constantes de

1:2, al sustituir los valores en la ecuacién, tenemos que:

Log 2
Log 2

N (No. Ciclos) =

Ecuacién 2

Por lo que, en el caso de la presente investigacion debera haber una diferencia de 1 ciclo
en la fase exponencial de la PCR de cada reaccion. Esto fue corroborado al graficar los
valores promedio de Crt de cada reacciéon de cada uno de los rangos dinamicos, en
funcién de la cantidad relativa de cDNA presente en la reaccién (con base en las

diluciones seriales).

La eficiencia de la reaccion de PCR se puede ver influencia por algunos factores (error de
pipeteo, manipulacion de las muestras, etc), por lo que no en todos los casos es del
100%, de tal forma que no siempre se puede aplicar la formula general de la PCR para

determinar la cantidad de producto en un ciclo “/’. Es asi como la ecuacion que mejor



describe las condiciones reales de la reaccion, permitiendo conocer la cantidad de

producto en el ciclo “n” es la siguiente:

P.=Ti(1+E) Ecuacion 3

en donde la Ecuacion 1 es modificada por el parametro £ que significa la eficiencia de la
reaccion de PCR. Despejando a “£ en funcion de la pendiente del grafico del rango

dinamico, podemos conocer la eficiencia de la reaccién de PCR de cada ensayo:

E =1001/-5) —1 Ecuacion 4

en donde S es el valor de la pendiente. Asi, los puntos del grafico de cada rango dinamico
fueron ajustados a una recta por regresion lineal; se obtuvo la ecuacion de la recta, y se
sustituyo el valor de la pendiente en la ecuacion anterior, para determinar la eficiencia de

la reaccion de cada uno de los ensayos.

Determinacion de la abundancia relativa del mensajero de cada gen

Una vez establecido el rango dinamico y la eficiencia de reacciéon de PCR de todos los
ensayos, se decidio utilizar una dilucién 1:4 del cDNA sfock de todas las muestras, para
cuantificar las diferencias en la expresion de cada gen entre cada una de ellas. Para ello
se prepararon reacciones de PCR en Tiempo Real por triplicado, incluyendo los NTCs
correspondientes para cada ensayo, de la misma manera en la que se hicieron las
reacciones de los rangos dinamicos descritas anteriormente. La Unica diferencia consistio

en utilizar 3 yl de la dilucién 1:4 del cDNA sfock de cada muestra.

Una vez finalizada la reacciéon de PCR se fij6 un mismo umbral para todas las muestras,
utilizando para ello la opcion de Auto Cr incluida en el programa SDS 1.1.2. Asi, el
programa proporcion6 los valores de Cr de cada reaccion, con los que se calculd la media
de los triplicados de cada muestra. El analisis de la abundancia relativa del mensajero de
cada gen entre las distintas muestras se determiné mediante el método de “delta, delta Cy”
(AACr, ver Apéndice A) (Livak & Schmittgen, 2001), utilizando los valores de la expresion

de Na,1.1 como gen normalizador.






RESULTADOS

Expresion de subunidades de canales de sodio en CaCu

Previamente, nuestro laboratorio report6 la presencia de las subunidades Na,1.2, Na,1.4,
Na,1.6 y Na,1.7 de los canales de sodio dependientes de voltaje sensibles a la TTX en
cultivos primarios y biopsias de CaCu (Diaz et al.,, 2007). Para completar dicha
informacion, en el presente trabajo se investigo la presencia del resto de las subunidades
o que dan lugar a canales de sodio sensibles a la TTX (es decir, Na,1.1 y Na,1.3), asi
como las subunidades accesorias B de dichos canales. Una vez identificadas, se procedid
a realizar un estudio de expresidon génica para determinar la abundancia relativa de cada

subunidad tanto en el CaCu como en el tejido no canceroso de cervix.

Las amplificaciones por PCR estandar con RNA total de los cultivos primarios de CaCu,
revelaron la presencia de Na,1.1 y Na,1.3 y de las cuatro subunidades accesorias Na,1,
Na,f2, Na,83 y Na,f4 (Fig. 11). En la amplificacion de Na,1.1 y Na,1.3 se obtuvieron
varios amplicones, que corresponden a distintas isoformas de estos genes. La
amplificacién de la subunidad Na,32 también generé amplicones de diferente tamafio, sin
embargo, en este caso, la intensidad de la banda esperada (342 pb) fue muy débil,
comparada con la del control (RNA de cerebro), e incluso con la de un amplicon de
aproximadamente 300 pb que se detecté en cada uno de los cultivos primarios de CaCu
(Fig. 11). Cabe hacer notar que ambos amplicones (300 y 342 pb) fueron purificados,
subclonados y secuenciados; sin embargo, todas las clonas obtenidas contenian el
amplicon de 300 pb, cuya secuencia solo comparte 53% de similitud con la reportada en el
GenBank (ver Tabla 5). La ausencia de clonas conteniendo el fragmento de 342 pb pudo
deberse a la escasa cantidad del fragmento amplificado (Fig. 11), no obstante, la
presencia de la subunidad Na,f2 en los cultivos primarios y en las biopsias de CaCu
quedé demostrada con los experimentos de PCR en Tiempo Real como se mostrara mas

adelante (ver Fig. 22).

Con la finalidad de constatar la identidad molecular de cada una de los fragmentos
amplificados por RT-PCR de cada una de las subunidades estudiadas se procedioé a su
caracterizacién con enzimas de restricciéon y secuenciacion automatica. En primer lugar,

los
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Figura 11. Expresion de subunidades de canales de sodio en cultivos primarios de CaCu.
Resultados de reacciones de RT-PCR en un solo paso, en las que se utilizaron primers especificos
para las subunidades que se indican a la izquierda de la figura. Cada mezcla de reaccion incluyo
250-500 ng de RNA total de cultivos primarios de CaCu (JP, 085 y 354) o de cerebro de humano
(control positivo, +). Después de los 40 ciclos de amplificacién, los productos de PCR fueron
separados mediante electroforesis en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. M, marcador
de peso molecular de 100 pb. Los numeros de la izquierda indican el tamafo de banda esperado
para cada gen. Como se esperaba, en el caso de Nav1.1 se detectaron dos isoformas en cada
amplificado, mientras que para Nav1.3 se obtuvieron tres amplicones distintos. En el caso de Na\2,
el fragmento amplificado en los cultivos primarios de CaCu fue de un menor tamafio que el
encontrado en el control positivo.

amplicones fueron digeridos con enzimas de restriccion especificas para cada uno de
ellos. Las digestiones generaron el patron de bandas esperado de acuerdo a las
secuencias reportadas en el GenBank para cada gen. En la Tabla 2 se especifica el
tamano de los fragmentos resultantes de la digestion de cada amplicdn expresado en las
muestras de CaCu, y en la Fig. 12 se muestra un ejemplo de los productos obtenidos con
las digestiones enzimaticas. En segundo lugar, cada amplicon fue clonado en el vector
pCR®4 y propagado en bacterias E. coli para ser secuenciado. En la Fig. 13 se ilustra un
resultado tipico, ejemplificado con los amplicones de la subunidad Na,1.1, mismos que se
obtuvieron al someter a digestion con la enzima EcoR | al vector con el fragmento clonado

y su posterior separacion por electroforesis.
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Figura 12. Digestion enzimatica del cDNA amplificado de subunidades de canales de sodio
expresados en CaCu. Separacion mediante electroforesis en geles de agarosa de los fragmentos
resultantes (carriles de la izquierda) de la digestion del los productos de PCR (carriles de en medio)
con las enzimas indicadas para dos subunidades o y dos B. M, marcador de peso molecular en
incrementos de 100 pb. A la izquierda de cada panel se muestra el tamafio de cada uno de los
fragmentos esperados por la digestién del cDNA respectivo.

Varias clonas de cada muestra fueron seleccionadas para ser secuenciadas con ayuda del
primer universal T7. Las secuencias resultantes se compararon con las reportadas en el
GenBank para cada gen, y de esta manera se logré la identificacion de los genes y las
isoformas expresadas en cada una de las muestras estudiadas. En el caso de Na,1.1 se
detectaron dos isoformas distintas en los cultivos primarios de CaCu, ambas reportadas en
el GenBank. En la Fig. 14 se muestra la comparacion de la secuencia de los fragmentos

de Na,1.1 detectados en CaCu, y de manera particular en las células del cultivo 085.

Siguiendo el mismo procedimiento descrito en el parrafo anterior, se secuenciaron varias
clonas de cada gen, asi como de los tres cultivos primarios de CaCu. Se realizaron los
alineamientos respectivos con todas las secuencias reportadas en el Gen Bank para las
distintas isoformas de los genes de interés y los resultados se presentan de manera

resumida en la Tabla 5.
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Figura 13. Liberacién del fragmento de Nav1.1 clonado en el vector pCR®4. EI DNA plasmidico
(vector mas fragmento clonado) obtenido por lisis alcalina fue digerido con EcoR | y los productos
de la reaccion fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carriles 1 - 5: Nav1.1
expresado en CaCu 354; carriles 6 - 10: Nav1.1 expresado en HB; carril 11: Nav1.1 expresado en
JP; carriles 12 y 13: controles negativos de digestion (DNA plasmidico conteniendo Nav1.1
expresado en JP y HB no digeridos); 14: marcador de peso molecular de 100 pb. En los carriles 2,
6 y 8 se pueden apreciar fragmentos de un de tamafno menor en comparacion con el del amplicén
mas abundante (656 pb). Como se pudo corroborar posteriormente por secuenciacion, esto fue
debido a la expresién de distintas isoformas del gen por una misma poblacién celular.

Las secuencias de los productos de PCR amplificados de todas las subunidades
detectadas, excepto la de Na,f2, coincidieron con la identidad molecular previamente
reportada para cada una de ellas en el GenBank. Adicionalmente, la secuencia de algunos
amplicones de los genes Na,1.3 (isoforma 1) y Na,1 (isoforma 2) presentaron diferencias
importantes (entre 10 y 14%) con respecto a las secuencias reportadas. Tales diferencias
no se estudiaron con mayor detalle en el presente estudio. En el caso de Na,f2, los
amplicones detectados en los tres cultivos primarios no correspondieron a la secuencia
reportada para este gen (solo 53% de similitud). El resultado de un alineamiento con las
secuencias reportadas en el GenBank (BLAST) indico que el fragmento amplificado
comparte la mayor similitud con un RNA ribosomal 28s de humano (LOC100008589). Por
lo anterior, concluimos que el fragmento de 300 pb amplificado con los primers para Na,f2
no corresponde a dicha subunidad, y como se mostrara mas adelante, la banda menos
intensa de 342 pb si es indicativa de la presencia de la subunidad Na,2 en los cultivos
primarios de CaCu, aunque ésta sea poco expresada en comparacion con el resto de las

subunidades de canales de sodio (ver Fig. 24 5).
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TGTTTGT GO CCCGACGACACGGEAGAGAGACGTAACAGC A ACCTGAGTCAGACCAGTAGETCATCCCGGATGCTGGTAGTG
TEECAGTG
TETTTGTGCCCCGACGACACGGEAGAGAGACGCAACAGCAACCTGAGTCAGACCAGTAGETCATCCCGGATGCTGGCAGTG
TGGCAGTG

F.000

TTTCCAGCGAATGEGAAGATGCACAGCACTGTGGAT TG AATGGTGTGGTTTCCTTGGT TGGTGGACCTTCAGTTCCTAC
TTTCCAGCGAATGEGAAGATGCACAGCACTGTGGAT TG AATCGTGTGGTTTCCTTGGT TGGTGGACCTTCAGTTCCTAC
TTTCCAGCGAATGEGEAAGATGCACAGCAC TG TGGAT TG AATGG TG TGGTTTCCTTGGT TGGTGGACCTTCAGTTCCTAC
TTTCCAGCGAATGEGAAGATGCACAGCACTGTGGAT TG AATGGTGTGGTTTCCTTGGT TGGTGGACCTTCAGTTCCTAC

F0E0

AT T e T TeGAC A T T TG CAGAGETGATAATAGATAAGCCAGCTACTGATGACALTGGALCALACCACTGAAACTG
ATCGCCTGETTEGACAGCTTCTGCCAGAGETGATAATAGATAAGCCAGCTACTGATGACAATGGAACAACCACTGAAACTG
ATCGCCTGETTGGACAGCTTCTGCC AGAGG GAACAACCACTGAAACTG
ATCGCCTGETTGGACAGCTTCTGCCAGAGS GAACAACCACTGAAACTG

ZAE0

AAATGAGAAAGAGAAGETCAAGTTCTTTCCACGTTTCCATGGACTTTCTAGAAGATCCTTCCCABNAGGCAACGAGTAATG
A AT GAGA AL GG AT A AT TCT T T C AT T T CATGGACT T TCTAGAAGATCCTTCOCARAGGCALCGAGZALTG
AAATGAGAAAGAGAAGGTCAAGTTCTTTCCACGTTTCCATGGACTTTCTAGAAGATCCTTCCCABAGGCAACGAGCAATG
AAATGAGAAAGAGAAGGTCAAGTTCTTTCCACGTTTCCATGGACTTTCTAGAAGATCCTTCCCAGAGGCAACGAGCAATG

240

AGTATAGCCAGCATTCTAACAAATACAGTAGAAGAACTTGAAGAATCCAGGCAGAAATCCCCACCCTGTTGGTATAAATT
AGTATAGCCAGCATTCTAACAAATACAGTAGAAGAACTTGAAGAATCCAGGCAGAAATGCCCACCCTGTTGGTATAAATT
AGTATAGCCAGCATTCTAACAAATACAGTAGAAGAACTTGAAGAATCCAGGCAGAAATGCCCACCCTGTTGGTATAAATT
AT AT A A G AT T T A A A A TACAGTAGAAGAACTTGAAGAATCCAGGECAGAAATGCCCACCCTGTTGETATAAATT

T A AT AT T T TAA T C T GGG A TG T TC T AT AT TG T T AL A A TGAAACATETTGTCAACCTGETTETGATGGACT
TTCCAACATATTCTTAATCTGGGACTGTTCTCCATATTGGTTAAAAGTGAAACATGTTGTCAACCTGGTCGTGATGGACC
TTCCAACATATTCTTAATCTGGEGACTGTTCTCCATATTGGETTAAAAGTGAAACATGTTGTCAACCTGLTTGTGATGGACC
TTCCAACATATTCTTAATCTGGEGACTGTTCTCCATATTGGETTAAAAGTGAAACATGTTGTCAACCTGLTCGTGATGGACC

2 dec
CATTTGTTGACCTGGCCATCACCATCTGTATTGTCTTAAATACTCTTTTCATGGCCATGGAGCACTATCCAATGACGGAC
CATTTGTTGACCTGGCCATCACCATCTGTATTGTCTTAAATACTCTTTTCATGGCCATGGAGCACTATCCAATGACGGAC

CATTTGTTGACCTGGCCATCACCATCTGTATTGTCTTAAATACTCTTTTCATGGCCATGGAGCACTATCCAATGACGGAC
CATTT ST TGACCTGGCCATCACCATCTGTATTGTCT TAAATACTCTTTTCATGGCCATGGAGCACTATCCAATGACGGAT

CATTTCAATAATGTGCTTACAGTAGGAAACTTGGETTTTCACTGGGATCTTTACAGCAGAAATGTTTCTGAAAATTATTGC
CATTTCAATAATGTGCTTACAGTAGGAAACTTGGETTTTCACTGGGATCTTTACAGCAGAAATGTTTCTGAAAATTATTGC
CATTTCAATAATGTGCTTACAGTAGGAAACTTGETTTTCACTCGGATCTTTACAGCAGAAATGTTTCTGAAAATTATTGC
AT T T A AT A A TG TG T TA AT AGGA L AT TG T T T T AC TG GGATC T TTACAGCAGAA A TGTTTCTGAALATTATTGE

CATGGATCCTTACTATTATTTCCAAGAAGGCTGEAATATCTTTGACGETTTTATTGTGACGCTTAGCCTGETAGAACTTG
CATGGATCCTTACTATTAT TTCCAAGAAGGCTGEAATATCTTTGACGETTTTATTGTGACGCTTAGCCTGETAGAACTTG
TG T T TAC T AT TAT T T O A A GA A TEG AL T ATC T TTGACGE T TTTAT TETGACGCTTAGCCTGETAGAACTTG
CATGGATCCTTACTATTATTTCCAAGAAGGCTGEAATATCTTTGACGETTTTATTGTGACGCTTAGCCTGETAGAACTTG

A TC A A TGO TG AAGGATTATCTGT TCTCC G T T AT TTCCAT TG TGUGAGTTTTCAAGTTGGCAAAATCTTGGCCA
GACTOGCC
CACTCGCCAATCTGGAAGGATTATCTGTTCTCCGTTCATTTCGAT TG TGUGAGTTTTCAAGTTGGCAAAATCTTGGCCA
GACTCGCC

Figura. 14. Alineamiento de las secuencias del cDNA de las isoformas de Nav1.1 expresadas en
CaCu 085. A la izquierda se muestra el nombre de las secuencias. Los alineamientos se realizaron
con el programa DNAsis. NM_006920 y AB093548 son secuencias reportadas de isoformas de
Nav1.1: mientras que 085 (1) y 085 (2) son las secuencias de dos fragmentos de distinto tamafio
(623 y 656 pb) amplificados por RT-PCR estandar utilizando primers especificos para el gen de
Nav1.1. La diferencia entre ambas isoformas se evidencia en la tercera fila del alineamiento. La
isoforma NM_006920, y la clona 085 (2), no presentan 33 nucledtidos, o que se traduce en la
ausencia de 11 aminoacidos en el asa intracelular que une a los dominios | y Il de la subunidad «.
del canal de sodio. El color amarillo sobre los alineamientos indica 100% de similitud entre las
secuencias alineadas; el verde que al menos una de las secuencias es diferente; y la ausencia de
color que no hay similitud entre secuencias contiguas.

Gen

Clona Isoforma No. de acceso al GenBank % de identidad




CaCu 085-1 1 AB093548 99.8
Nav1.1 | CaCu 085-2 2 NM_006920 99.7
CaCu 354-4 2 NM_006920 990.8
CaCu 085-7 1 NM_006922 90.5
Nav1.3 | CaCu 085-10 2 NM_006922 100
CaCu 085-12 3 NM_001081676 97.3
NavB1 CaCu JP-6 1 NM_001037 100
CaCu JP-10 2 NM_001037 86.1
CaCu JP - NM_004588 52.7
Na.B2 | CaCu 085 - NM_004588 52.7
CaCu 354 - NM_004588 52.7
Nap3 | CaCu 354-7 1 NM_018400 99.7
NaB4 | CaCu 354-10 1 NM_174934 100

Tabla 5. Porcentaje de identidad entre las secuencias de los fragmentos amplificados de Nav1.1,
Nav1.3, NawB1, NavB2, Na,83 y Na.4 detectadas en CaCu y las reportadas en el GenBank. Los
alineamientos se realizaron con LALIGN. En el caso de Na\#82 la secuenciacion del fragmento
esperado mostré un bajo porcentaje de identidad con la secuencia reportada

El siguiente paso fue demostrar que las subunidades de canales de sodio detectadas en
los cultivos primarios derivados de biopsias de CaCu, también podian ser detectadas en el
RNA total extraido directamente de biopsias de CaCu provenientes de otros pacientes.
Siguiendo el mismo procedimiento experimental se analizaron seis biopsias de CaCu
adicionales y el resumen de los resultados se muestra en la Fig. 154. Con ligeras
diferencias en la intensidad de los fragmentos amplificados, se corroboré el mismo patrén
de expresion que en los cultivos primarios. De igual manera se estudiaron seis muestras
de cérvix uterino no canceroso (Fig. 155), en las que no se detectd la expresion de
ninguna de las subunidades estudiadas, excepto por Na,f3 que fue detectada en una de
las seis biopsias (la identificada con el numero 4). Interesantemente, esta ultima proviene
de una paciente con una patologia de displasia (ver Apéndice B), por lo que
probablemente la subunidad Na,$3 pudiera tener una mayor expresion en etapas

tempranas precursoras del CaCu.

A diferencia de los cultivos primarios, en las biopsias de CaCu la expresion del amplicon
correspondiente a la subunidad Na,32 fue mas evidente, de tal manera que se procedi6 a
purificar y amplificar dichos amplicones con otra reaccion de PCR (Fig. 16).
Posteriormente, los amplicones fueron digeridos con enzimas de restriccion, bajo las

mismas condiciones descritas anteriormente, y una vez que se comprobo que el patron de



bandas generado correspondia con la secuencia reportada para el gen, se procedid a su
clonacion y secuenciacién respectiva, (Fig. 17). Los resultados de las ultimas dos figuras
demuestran de manera contundente que la subunidad Na,2 también es expresada en las

biopsias de CaCu.
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Figura 15. Expresién de subunidades de canales de sodio en biopsias de CaCu y de cérvix no
canceroso. El RNA total de biopsias de cérvix con CaCu (A), asi como de cérvix no canceroso (5),
se analizé mediante RT-PCR en un solo paso, empleando los mismos primers que en la Fig. 11.
Nétese que la expresion en las biopsias de CaCu es practicamente la misma que la detectada en
los cultivos primarios derivados del mismo cancer. En las biopsias del tejido uterino no canceroso
se detecto la presencia de Nav33 en so6lo una muestra (4). La separacion de los productos de PCR
por electroforesis se realiz6 en las mismas condiciones que la Fig. 11.

En resumen, los resultados expresados hasta el momento muestran, por primera vez, que
en el cancer cervical se expresan las seis subunidades o de los canales de sodio
dependientes de voltaje sensibles a la TTX, asi como las cuatro subunidades reguladoras
B descritas hasta el momento. El siguiente paso fue determinar la abundancia relativa de
cada una de ellas por PCR en Tiempo Real, para lo cual, se diseharon ensayos

especificos para la deteccién de cada gen analizado por RT-PCR estandar.



Figura 16. Reaccién de PCR para amplificar NasB2. Se utiliz6 como molde los amplicones
generados por RT-PCR en las biopsias de CaCu de la Fig. 15A; las condiciones de reaccién
fueron las mismas que en dicha figura. Carriles 1-4: fragmentos de cDNA correspondientes a las
muestras 1, 2, 3 y 6 de la Fig. 15A4; carril 5 (+): control positivo (cerebro de humano), y carril 6:
marcador de peso molecular. La electroforesis se llevé a cabo bajo las mismas condiciones de la
Fig. 11.

HewB2 en B CTGAAGCTOGAGCGETTTCAAGA
NevB2- MM 004588 |(GAGTGCAACAACTECTCTGAGGAGATCT TCCTCCAGTTOCGCATGAAGATCATTAACCTGAAGCTOGAGCEETTTCAAGA

HavB2 en B4 COGOGTEGEAGTTCTCAGGGAACCCCAGCAAGT ACGATCTGTCOETCATGCTGAGA ARCETGCAGCCGGAGGATGAGGEGA
HavE2-Nh 004588 | COGCGTGGAGTTCTCAGGGAACCCCAGCAAGTACGATGTGTCOETGATECTGAGA A ACGTGLAGCCGGAGGATGAGGEGA

N L A e L P o A R LN LD P S P L U e SR P Al
HavB2 en BE TTTACAACTGCTACATCATGAACCCOCCTGACCOOCACOGTEGC A TEGCAAGATCCATCTGCAGGTCCTCATGRAAGAG
HavB2HM ondses | TTTACAACTGCTACATCATGAACCCCCCTGACCGOCACOGTGOCCATGRCAAGATCCATCTGCAGGTCCTCATGGALGAG

NeB2enB6 | COCOCTGAGCGGGACTCCACGGTGGCOGTGATTGTGGGTGOCTCOGTCRGGGECTTOCTGRCTGTGGTCATCTTGGTGET

NavB2.NM 004538  COCCCTGAGCGGGACTCCACGETGGCCGTGATTGTGEETGCCTCOGTCOGEGEECTTCCTGECTGTGETCATCTTGGTGCT
NavB2 en B6 GATGGTGGTCAAGTGTGTGAGGAGAAAAAAAGAGCAGAAGCTGAGCACAGATGACCTGAAGACCGAGGAGGAGGGCAAG

Figura 17. Secuencia del fragmento de Na.82 identificado en una de las biopsias de CaCu. La
secuencia con el nombre de “NavB2 en B6” corresponde a la biopsia de CaCu identificada con el
numero 6 en la Fig. 15. La secuencia “NavB2-NM_004588” es la secuencia reportada en el
GenBank. Los alineamientos se llevaron a cabo con el programa DNAsis.

Abundancia relativa de subunidades de canales de sodio en CaCu

Mediante la generacién de rangos dinamicos se pudo obtener la eficiencia de la reaccion
de PCR en cada ensayo, misma que fue mayor al 90%, lo que hizo posible la comparacion
de la abundancia relativa de la expresién de cada uno de los genes mediante el método de

2-**C1. En la Fig. 18 se muestra el rango dinamico realizado para el ensayo de Na,81.
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Figura 18. Rango dinamico para la subunidad NavB1. Se prepararon diluciones seriales de cDNA y
se determind la expresion del gen en cada una de ellas, empleando el juego de primers y sonda
especificos para su deteccion (ver Tabla 3). Las lineas de colores de la grafica muestran la
intensidad de la emision neta de fluorescencia (Delta Rn; ver Apéndice A) en funcion del numero
de ciclos de la PCR. La diferencia en el niumero de ciclos entre cada curva de amplificacion es de
1, debido a que cada dilucion contenia la mitad de cDNA que la precedente. Con el fin de detectar
también aquellos genes cuya expresion sea baja, el programa de amplificacién consistié de 45
ciclos. Los controles negativos aparecen en el extremo inferior derecho del gréfico, indicando que
sin la presencia del cDNA molde, no se puede llevar a cabo la reaccion de PCR y sin ella, no es
posible que haya un aumento de la fluorescencia.

En cada uno de los ensayos, una vez finalizada la reaccion se fijo el threshold cycle, y se
obtuvo el valor de Ct de cada reaccion con ayuda del software del equipo. Se graficaron
los valores de Cy en funcion del Log de la concentracion de cDNA usada para cada
reaccion, se ajustaron los puntos por regresion lineal y se obtuvo el valor de la pendiente
(Fig. 19) para sustituirlo en la ecuacion que evalua la eficiencia de la PCR y obtener la

eficacia de cada ensayo. En la Tabla 6 se muestra el ejemplo para el caso de Na,1.

En todos los casos la eficiencia de la reaccion de PCR fue superior al 90%, y se decidio
usar la dilucion 1:4 del cDNA de cada muestra, para estudiar la expresion de los diez

genes en cada una de ellas.
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Figura 19. Analisis de los datos del rango dinamico para el ensayo de NavB1. Se graficaron los
valores de Cr en funcion de la concentracion de cDNA inicial presente en la muestra (Fig. 18). Los
puntos experimentales se ajustaron a una recta por regresion lineal, a partir de la cual se obtuvo el
valor de la pendiente que en el grafico se marca en negritas.

Dilucion | [cDNA](ng) | Log [cDNA] Cr Pendiente Eﬁc‘(egcla;;% ,'ZECF) 6

1:1 3000 3.477 24.67

1:2 1500 3.176 25.98

1:4 750 2.875 26.90

1:8 375 2,574 27.95 -3.398 96.92

1:16 187.5 2.273 29.00

1:32 93.75 1.972 29.81

NTC 0 0 ND

Tabla 6. Eficiencia de la reacciéon de PCR para el ensayo de NavB1. Utilizando los datos de las Fig.
18 y 18 se calcularon los valores de Pendiente y Eficiencia de la PCR. NTC, control sin molde; ND,
indeterminado.

La identidad de los amplicones generados por PCR en tiempo real se corroboré mediante
secuenciacion automatica. Para lograr tal propésito, los productos de las reacciones de los
rangos dinamicos fueron clonados en el vector pCR®8, amplificados en bacterias y
posteriormente secuenciados en la Unidad de Biologia Molecular del IFC. En la Fig. 20 se
muestra un ejemplo de la digestion con la enzima EcoR | de algunas de las clonas
obtenidas como resultado de la ligacién de dicho fragmento en el mencionado vector.

Como se indicd en la seccion de Métodos, la enzima EcoR | libera en su totalidad el



fragmento clonado. La secuencia de nucleétidos obtenida por la secuenciacién posterior
de una de estas clonas se compara con la reportada para la subunidad Na,1.1 en el
GenBank (Fig. 21).
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Figura 20. Liberacion del fragmento clonado en el vector pCR®8. Digestion con £coR | del DNA
plasmidico de cuatro clonas (carriles 1, 2, 3 y 5), para liberar el fragmento de Nav1.1 amplificado
por PCR en Tiempo Real, y clonado en el vector pCR®8. Tres de las cuatro clonas analizadas
presentaron el inserto de interés (banda de 80 pb). En este caso, la separacion por electroforesis
del inserto y del vector se realizé en un gel de agarosa al 2%. A la derecha se muestran algunos
tamafos de banda del marcador de tamafio molecular (M) y a la izquierda el tamafio del amplicon
esperado.

La identidad de cada uno de los fragmentos amplificados con los ensayos TagMan se
comprobé de la misma manera en que se describioé para la subunidad Na,1.1 y en todos
los casos esta resultdé positiva (datos no mostrados). A continuaciéon se procedié a
determinar la expresion relativa de cada gen en las distintas muestras de CaCu y de cervix
no canceroso. Las reacciones fueron preparadas por triplicado de la misma forma descrita
para el caso de los rangos dinamicos, se incluyeron los controles negativos
correspondientes, y se sometieron al mismo programa de termociclado. Al finalizar la
reaccion se fijo un Cr comun para todas las reacciones, y con ayuda del software del
equipo, se obtuvieron los valores de Ct de cada una de ellas. Se obtuvo el promedio de
cada triplicado, y se usé como valor unitario en los analisis posteriores. En la Fig. 22 se
muestra el grafico obtenido al llevar a cabo la reaccién de PCR en Tiempo Real para el

gen de Na,$1 en las muestras de CaCu.



1 P T T T W T T N A |
GRT-PCRNavl-1(4). CAGCAATCAGTATACCCAGCATTCTAACARATACAGTAGAAGAACTT
HNavl 1 NM 006920 || CAAAGGCAACEAGCAATCAGTATACCCAGCATTCTAACAAATACAGTAGAAGAACTT

GRT.PCRHav1.1(4).. |[GAACAATCCACGUAGAAATGCCCACCCTGTTGET
Hiavl | HM 006020 | GAAGEATCCAGGCAGAAATGCCCACCCTGTTGETATAAATTTTCCAACATATTCTTA

Figura 21. Alineamiento del fragmento de Nav1.1 amplificado por PCR en Tiempo Real. El
alineamiento se realizo con la secuencia reportada en el GenBank (NM_006920). Se observé un
100% de identidad entre ambas secuencias.

Después de determinar la abundancia relativa del mensajero de cada una de las
subunidades de canales de sodio dependientes de voltaje sensibles a la TTX en las
distintas muestras, se realizé un primer analisis de la expresion diferencial de cada gen,
para lo cual se tomé como punto de comparacion el numero de Cr que cada uno de ellos
presentd en las diferentes muestras. La abundancia relativa de cada una de las
subunidades o y B en cada una de las muestras estudiadas se presenta en las Fig. 23 y

24, respectivamente.

En ambas figuras se grafica el valor de Ct (media = desviacién estandar), el cual es
inversamente proporcional a la abundancia relativa del mRNA de cada gen en la muestra,
por lo que valores pequefos de Cr refleja una mayor cantidad de mRNA y viceversa. Para
una mejor apreciacion, las muestras de CaCu (cultivos primarios y biopsias) se
representan mediante barras negras y las muestras de biopsias de cervix no canceroso

(controles) con barras grises.

Al observar cada una de las graficas, tanto las correspondientes a las subunidades a. como
a las B, se deduce que, con excepcion de Nay1.1 (la cual presentd practicamente los
mismos niveles en ambos grupos de muestras), la abundancia relativa de todas las
subunidades de canales de sodio es mayor en el CaCu que en el tejido no canceroso. Es
importante mencionar, que aunque las diferencias en el tamafio de las barras se observen
pequenas, la diferencias son importantes, ya que la cantidad del nimero de copias del
cDNA se duplica en cada ciclo de la reaccion de PCR (de lo cual es indicativo el valor de
Cq).
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Figura 22. PCR en Tiempo Real para Na\$2 en las muestras de CaCu y de cervix no canceroso
(Control). Las reacciones se prepararon por triplicado como se describe en el texto. Cada uno de
los triplicados se observa como una linea de color continua, desde los niveles mas bajos de la
sefal de fluorescencia (Delta Rn) hasta alcanzar una fase estacionaria (parte superior de la
grafica), conforme transcurre el numero de ciclos de la PCR. Los controles negativos aparecen en
el extremo inferior derecho del gréfico. La linea roja indica el umbral que el programa SDS 1.2.2
(Applied Biosystems) fijé automaticamente para determinar los valores de Ct de cada reaccion.

Por el contrario, en el caso de Na,f2 y Na,§4, tres de las muestras de CaCu (barras 1, 2y
3) presentaron una menor abundancia que las muestras Control (barras 10-14) y que las
muestras de CaCu provenientes directamente de biopsias (barras 4 a 9). Las muestras 1,
2 y 3 son los cultivos primarios que hemos venido denominando JP, 085 y 354, mientras
que las muestras 4 a 9 corresponden a biopsias de CaCu a las cuales se les extrajo
directamente el RNA total para realizar los experimentos de PCR. Las implicaciones de
estas observaciones se revisan en la seccién de Discusién. No obstante, para facilitar la
comparacion respecto al grupo Control, en adelante se mencionara un solo grupo de

muestras de CaCu (formado por las muestras de los cultivos primarios y las de biopsias).
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Figura 23. Niveles de expresiéon de las subunidades o de los canales de sodio expresadas en
CaCu y cérvix no canceroso. En cada panel se grafica el valor de Ct que cada gen presenté en las
distintas muestras. El valor de Ct es inversamente proporcional a la abundancia relativa de cada
gen. En cada panel las muestras 1, 2 y 3 corresponden a los cultivos primarios de CaCu
denominados JP, 085 y 354; las muestras 4 a 9 son biopsias de CaCu vy, las muestras 10 a 14
corresponden a biopsias de cervix no canceroso. Los datos se presentan como la media +
desviacion estandar de observaciones por triplicado.
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Figura 24. Niveles de expresién de las subunidades p de los canales de sodio expresadas en CaCu
y cérvix no canceroso. Mismas muestras y condiciones que en la Fig. 23.

El siguiente paso fue comparar los niveles de expresion de cada gen entre las muestras de
CaCu y las Control. Los resultados se presentan en la Fig. 25A. Los valores de Ct de las
muestras de CaCu y Control fueron promediados y graficados en funcion de cada uno de
los genes estudiados, incluyendo el de B-actina. Nuevamente, el tamafo de la barra es
inversamente proporcional a la cantidad de mRNA de cada gen. Se puede observar que
las subunidades Na,1.6 y Na,1.7b tienen una mayor expresion en el CaCu con respecto al
tejido no canceroso (Control). Las subunidades auxiliares Na,f1 y Na,f3 muestran
también un incremento en su expresion en el CaCu, aunque dicho aumento es mas
discreto respecto al mostrado por las subunidades o mencionadas. En la Fig. 25A también
se comparan los niveles de expresion de B-actina en ambos grupos experimentales, y de
manera un tanto inesperada, los niveles de mMRNA de dicha proteina se incrementan
dramaticamente en el CaCu. Inicialmente, se habia planeado utilizar la B-actina como un
gen de referencia (control endégeno), sin embargo, como se puede apreciar con mas
detalle en la Fig. 255, los niveles de expresion de B-actina no se mantienen constantes en

todas las muestras, por el contrario, claramente se encuentran aumentados en el CaCu



respecto al grupo Control. Recientemente, se ha reportado que no todos los genes
constitutivos mantienen un mismo nivel de expresiéon en situaciones de cancer (de Kok et
al., 2005; McNeill et al., 2007). No obstante, en lineas celulares derivadas de cancer de
prostata los niveles de B-actina, asi como los de 2 microglobulina y los de NADH
citocromo b5 reductasa, se mantuvieron constantes en células con alta y baja capacidad
metastasica (Diss et al., 2007). Por lo anterior, para los fines del presente trabajo de tesis
se utilizé el gen de Na,1.1 como gen normalizador, pues este presento la menor dispersion
de valores de Cr entre las muestras de CaCu y Control, es decir su expresion se mantiene

relativamente constante en el tejido de cervix sano y en el canceroso (Fig. 25A).

Para cuantificar el aumento (o disminucion) en la expresion de cada uno de los genes
estudiados que se presenta en el CaCu se procedié a calcular la diferencia en los valores
de Ct (ACy) de cada gen entre las muestras de CaCu y las Control (cérvix no canceroso),
el cual se us6 como el exponente de la base 2 para obtener el nimero de veces que varia
la expresion de cada gen (Tabla 7: ver Apéndice). La columna de la extrema derecha de
dicha tabla, muestra el numero de veces que aumento la expresidon de los genes referidos
en las muestras de CaCu respecto del grupo Control. El mayor aumento lo presentaron las
subunidades Na,1.6, Na,1.7b, Na.,1.7a, Na,3, Na,1.3, Na,1.2 y Na,p1 (Fig. 26A y B),
aunque claramente sobresalen las dos primeras, con aumentos de 210 y 99 veces

respecto al Control.

Interesantemente, los niveles de expresion de la subunidad Na,1.1 fueron muy semejantes
entre ambos grupos de muestras (Fig. 234 y 25A), por lo que los valores de Cr de dicha
subunidad se utilizaron como referencia para determinar la abundancia relativa del resto
de los genes (Fig. 26Cy Dy Tabla 8). La normalizacién respecto a la subunidad Na,1.1
indica claramente que las subunidades Na,1.6 y Na,1.7b son las que tienen una mayor
sobre expresidn en el CaCu respecto al cervix no canceroso (Fig. 26 C). En menor medida

la subunidad Na,3 mostré también un aumento considerable en el CaCu (Fig. 26 D).
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Figura 25. Expresion diferencial de canales de sodio y de p-actina en CaCu y cérvix no canceroso.
A, Expresion diferencial de los genes indicados en el CaCu con respecto al cervix no canceroso. Se
grafica el valor promedio + desviacién estandar del valor de Cr de cada gen para los grupos de
muestras de CaCu y de cérvix no canceroso (Control). Notese que las subunidades Nav1.6 y
Nav1.7b se sobreexpresan de manera considerable en las muestras de CaCu. Inesperadamente, f3-
actina aumenta drasticamente su expresion en el CaCu. B, Niveles de expresién de B-actina en
cada una de las muestras estudiadas. Los datos se presentan como la media + desviacidon
estandar de seis observaciones en cada muestra.



Gen Cr ACr Cambio en expresion (2°Ct)
CaCu Control (Control - CaCu)
Nav1.1 34.96 35.49 0.53 1.44
Nav1.2 26.26 28.66 2.40 5.29
Nav1.3 27.40 29.92 2.53 5.76
Nav1.6 28.48 36.20 7.72 210.77
Nav1.7a 27.74 30.74 3.00 8.02
Nav1.7b 29.41 36.05 6.64 99.46
Navp1 24.36 26.10 1.74 3.33
Navp2 30.14 30.30 0.16 1.12
Na.p3 30.54 33.47 2.93 7.62
Na.p4 29.50 29.66 0.15 1.11

Tabla 7. Determinacion del cambio en la expresion de las subunidades de los canales de sodio en
muestras de CaCu con respecto al cérvix no canceroso. Los valores de Ct son el promedio de los
datos obtenidos a partir de todas las muestras de CaCu (muestras 1-9) y de Control (muestras 10-
14), es decir, son los mismos datos que se grafican en la Fig. 25A. Los datos de la columna de la
extrema derecha, representan el nimero de veces que aumento la cantidad de mRNA de cada uno
de los genes en las muestras de CaCu respecto al grupo Control.

Finalmente, como se puede observar en la Fig. 24By D, asi como en la Fig. 25Ay la Tabla
7, los resultados de PCR en Tiempo Real mostraron niveles semejantes del mRNA de las
subunidades Na.,f2 y Na,4 en las muestras de CaCu y en las de Control, incluso en
algunos casos siendo mas abundante en muestras Control que en las muestras
provenientes de los cultivos primarios de CaCu. Por el contrario, con los experimentos de
RT-PCR estandar no se detecté ningun amplificado de dichas subunidades en las
muestras Control (Fig. 155). Con la finalidad de resolver esta aparente discrepancia entre
nuestros resultados, se procedié a realizar una segunda serie de experimentos de RT-
PCR estandar y de PCR en Tiempo Real de manera “simultanea” para determinar la
expresion de los genes de Na,f2 y Na,§4 por las dos técnicas. Para tal proposito se uso
cDNA de las cinco muestras Control que se utilizaron previamente para determinar la
abundancia relativa de todos los genes por PCR en Tiempo Real. Es importante hacer
notar que dichas muestras no son las mismas que se utilizaron para los experimentos de
RT-PCR estandar de la Fig. 158, pues el mRNA de las mismas se agoté con dichos
experimentos. En el Apéndice B se presentan algunos datos de todas las muestras

bioldgicas utilizadas en este trabajo de tesis.
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Figura 26. Abundancia relativa de las subunidades o de canales de sodio dependientes de voltaje
en CaCu. Aumento de los niveles de mRNA (en numero de veces) de las subunidades a (A) y B (B)
en el CaCu respecto al cérvix no canceroso y respecto a los niveles de la subunidad Nav1.1 (Cy D,
respectivamente). Los valores se obtuvieron como se describe en la Tabla 7 (A, B) y en la Tabla 8
(C, D). Se obtuvo la diferencia del valor de Ct que cada gen presenté entre los dos grupos de
muestra, y se us6 como exponencial de 2 para determinar la expresion diferencial de cada gen.

Para esta segunda serie de reacciones de RT-PCR estandar se utiliz6 la cantidad de
cDNA equivalente a 250 ng de RNA, suponiendo una eficiencia del 100% en la reaccion de
transcripcion inversa. El resto de los componentes de la reaccion fue el mismo que en los
experimentos de RT-PCR anteriormente descritos. Los resultados de dicho experimento
mostraron que en una de las muestras estudiadas (la marcada con el numero 13) se
obtuvo un amplicon del tamafo esperado para ambas subunidades, aunque la intensidad
de la banda fue muy baja (Fig. 27). En las otras cuatro muestras control no se detecté

amplificacién de ninguna de las dos subunidades bajo estudio.

Paralelamente, los experimentos de PCR en Tiempo Real arrojaron resultados

practicamente idénticos a los observados anteriormente para ambos genes en todas las



muestras. Lo anterior permite suponer que la expresion de Na,f2 y Na,f4 no puede ser

detectada en las muestras de cérvix no canceroso mediante RT-PCR estandar debido a

caracteristicas especificas de la técnica, lo cual contrasta con la técnica de PCR en

Tiempo Real que es significativamente mas sensible.

Cr ACr Control | ACr CaCu A ACr Celiildlo e
Gen : : _ . expresion
corw | o | gt | M- | S0rca0u. | g
Naii | 3549 | 34.96 0.00 0.00 0.00 1.00
Na12 | 2866 | 26.26 6.83 8.70 1.87 3.66
Na13 | 29.92 | 27.40 557 7.56 1.99 3.08
Nai16 | 3620 | 2848 0.71 6.48 719 145.92
Navi7a| 3074 | 27.74 475 7.22 2.47 5.55
Na1.7b| 36.05 | 29.41 0.55 5.55 610 68.83
Napl | 2610 | 24.36 9.39 -10.60 1.21 2.31
Nap2 | 30.30 | 30.14 519 4.82 0.37 0.77
Nap3 | 3347 | 30.54 2.02 4.42 -2.40 5.27
Napd | 29.66 | 29.50 5.83 5.46 0.38 0.77

Tabla 8. Determinacion del cambio en expresidn de las subunidades de los canales de sodio. La
columna de la extrema derecha muestra el cambio en expresion en numero de veces de cada gen
en el CaCu con respecto al cérvix no canceroso. Los datos se obtuvieron por el método de 2-4Ct
(ver Apéndice A) usando los valores de Cr de Nay1.1 para la normalizacion.
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Figura 27. Resultados de la RT-PCR estandar para Na82 y Na/84 en muestras de cérvix no
canceroso. Se utilizd el cDNA equivalente a 250 ng de RNA para realizar cada reaccion de la
misma manera en que se hicieron todas las reacciones de RT-PCR anteriormente descritas. Los
numeros sobre el gel indican el numero de la muestra correspondiente con las muestras utilizadas
en los experimentos de PCR en Tiempo Real. El control positivo (+) fue RNA de cerebro de
humano. En el carril marcado con una M se separdé el marcador de peso molecular de 100 pb.



DISCUSION

En el presente trabajo de tesis se presentan resultados originales que indican un aumento en
la expresion de canales de sodio dependientes de voltaje en biopsias de cancer cervicouterino
con respecto al cervix no canceroso. Concretamente, los experimentos de RT-PCR en Tiempo
Real mostraron la presencia de las subunidades o Nay1.1, Na,1.2, Na,1.3, Na,1.6,
Nay1.7a, Na,1.7b, asi como las cuatro subunidades [} reportadas hasta la fecha Na,f1,
Na.f2 Na,3 y Na,f4. Ademas, mediante la cuantificacion relativa de cada uno de los
genes mencionados, se encontré que las subunidades Na,1.6 y Na,1.7b mostraron un
incremento de 210 y 99 veces respecto a los niveles detectados en biopsias de tejido no
canceroso. Las subunidades Na,1.7a y Na,$3 también fueron sujetos de una mayor
expresion en el CaCu, aunque a un menor grado (~ 8 veces). Estos ultimos resultados
representan el hallazgo mas relevante de este estudio, pues sugiere que las subunidades
Na,1.6 y Na,1.7b pueden representar nuevos marcadores moleculares en el diagnostico y
posibles terapias para el tratamiento de este carcinoma. A continuacién se discute con

mayor detalle la relevancia e implicaciones de dichos resultados.

Expresion de subunidades o de canales de sodio sensibles a la TTX en el CaCu

Previamente, nuestro grupo de investigacion habia reportado la presencia de corrientes de
sodio activadas por voltaje sensibles a la TTX en el CaCu, mismas que podrian ser
conducidas a través de canales de sodio formados por las subunidades Na,1.2, Na,1.4,
Na,1.6 y Na,1.7 (Diaz et al., 2007). Con los resultados de RT-PCR estandar presentados
en este trabajo se completa el cuadro de subunidades de canales de sodio sensibles a la
TTX, es decir, las subunidades Na,1.1 y Na,1.3 también se expresan en el CaCu (Fig. 11,
12 y 16). Interesantemente, la secuenciacion de los fragmentos amplificados permitié
detectar la expresion de distintas isoformas para ambos genes (Fig. 13, 14, y Tabla 5). En
el caso de Nay1.1 se detectaron las dos isoformas descritas en la literatura para este gen.
Los numeros de acceso en el Gen Bank son AB093548 (isoforma 1) y NM_006920
(isoforma 2). La diferencia entre las isoformas consiste en la presencia de 33 nucledtidos
adicionales (Fig. 14) que codifican para 11 aminoacidos mas en la secuencia AB093548, y
que se ubican en el asa intracelular que une los dominios | y Il de la subunidad a del canal
Na,1.1 (Mulley et al., 2005). A la fecha no existen reportes en los que se haya investigado si

las corrientes generadas por tales isoformas son diferentes.

Por su parte, la subunidad Na,1.3 se puede expresar en tres diferentes isoformas
reportadas en el GenBank, y los amplicones secuenciados demostraron la expresion de al

menos dos isoformas distintas en uno de los cultivos primarios empleados en este estudio



(Tabla 5). La clona denominada CaCu 085-10 fue 100% idéntica a la secuencia reportada
con el No. NM_006922, denominada aqui isoforma 1 (secuencia mas larga). La secuencia
de la clona 085-12 se caracterizd por tener 138 nucledtidos menos que la isoforma 1
(NM_006922), lo cual se refleja en una perdida de 49 aminoacidos en la secuencia
completa del canal. Esta secuencia presentd un 97.3% de similitud con la secuencia
reportada en el GenBank para la isoforma 2 (NM_001081676). La diferencia consistio en
que el fragmento amplificado en este trabajo contiene nueve nucleétidos mas que la
isoforma 2, mismos que codifican para tres aminoacidos extra en la misma asa intracelular
del canal referido anteriormente. Uno de los tres aminoacidos en cuestion es una serina, lo
cual es particularmente importante, debido a que este aminoacido es susceptible de
fosforilacion, y se ha demostrado que la presencia de dicho aminoacido en el asa | — Il
modifica las propiedades biofisicas del canal tales como la activacion, la inactivacion y la
recuperacion de la inactivacion (Thimmapaya et al.,, 2005). La tercera clona de Na,1.3
detectada fue la denomina CaCu 085-7, ésta presenté un 90.5% de similitud con la
isoforma 1 y la diferencia se debi6 a la ausencia de 17 aminoacidos en el asa intracelular
que une a los dominios | y Il del canal. Debido a que no se encontré una secuencia en el
GenBank que presente dicha variacion en el gen de Na,1.3, en este trabajo se denominé
isoforma 3, a reserva de realizar mas estudios para confirmar su existencia y en tal caso,

caracterizar sus propiedades biofisicas.

Presencia de subunidades  de canales de sodio en el CaCu

Otro objetivo particular del presente trabajo fue el de investigar la presencia de las
subunidades accesorias de los canales de sodio dependientes de voltaje, es decir, de las
subunidades B. Mediante RT-PCR estandar también se encontr6 que las cuatro
subunidades descritas a la fecha se expresan en el CaCu (Fig. 11, 15y Tabla 5). En el
caso de Na,81 se detectdé la misma secuencia reportada como la variante B1A
(NM_001037), caracterizada por representar el transcrito mas largo de dos isoformas
reportadas hasta el momento en el GenBank para este gen, y que codifica para una
proteina con un peso molecular de 45 kDa, en comparacion con los 36 kDa de la isoforma
B1 (Isom, 2001). Una secuencia considerablemente diferente se detecto en las células del
cultivo CaCu JP a la cual denominamos aqui isoforma 2; el fragmento amplificado carece
de 81 nucledtidos, lo que se traduciria en la ausencia de 27 aminoacidos, en caso de que
se generara una proteina funcional. Por el momento no se ha reportado ninguna secuencia
similar; por lo que no se desconoce si tal MRNA de lugar a una proteina funcional en algun

tipo celular.



La secuenciacion de los amplicones de Na,f3 revelé que en el CaCu se expresa la
isoforma reportada en el GenBank con el nimero de acceso NM_004588, denominada
variante 1. Hasta el momento han sido reportadas dos variantes de este gen originadas por
procesamiento alternativo del mRNA, mismas que difieren en la region 5 no traducible, y
que dan origen a la misma proteina. No existen reportes acerca de la expresion
preferencial de alguna de las dos isoformas debida a esta diferencia, pero los resultados
del presente estudio sugieren la existencia de mecanismos de transcripcién que favorecen

la expresion de la variante 1 en el tejido del cerviz uterino.

Los fragmentos amplificados de la subunidad Na,2 a partir de los tres cultivos primarios
de CaCu (muestras 1, 2, y 3) no correspondieron con la secuencia reportada en el
GenBank (52.7% de similitud con la secuencia NM_004588). Sin embargo, la amplificacion
del mismo fragmento a partir del mMRNA de biopsias de CaCu presenté una similitud del
100% con la secuencia NM_004588 (Fig. 17). La dificultad para clonar y asi secuenciar el
amplicon correcto de la subunidad Na,f2 a partir de los cultivos primarios, se puede
atribuir a su menor expresion en dichas muestras, pues con la técnica de PCR en tiempo
Real se demostré que las biopsias de CaCu expresaron cantidades mayores de dicha
subunidad (Fig. 24 8). De manera similar, la subunidad Na,84, cuya secuencia amplificada
fue 100% idéntica a la unica isoforma reportada en el GenBank (NM_174934), también
fue mas abundante en las muestras de cultivos primarios que en aquellas de biopsias de
CaCu (Fig. 24D). Estos resultados sugieren que las condiciones /n vifro de los cultivos
primarios promueve un patron de expresion distinto para las subunidades Na,2 y Na,f}4,
respecto a las biopsias de CaCu, mientras que en el resto de los genes estudiados, las

muestras de los cultivos primarios y las biopsias de CaCu siguen la misma tendencia.

Posible funcién de las subunidades 8 de canales de sodio en el CaCu

Como ya se menciond en la Introduccién, ademas de su papel en la translocacién de
nuevos canales de sodio a la membrana plasmatica y la modulacién de sus propiedades
biofisicas (Chen et al., 2004; McEwen et al., 2004; Schmidt et al., 1985), también se ha
demostrado que las subunidades 3 pueden funcionar como moléculas de adhesion vy
migracién celular independientemente del complejo formado con las subunidades «,
mediante interacciones con la matriz extracelular y moléculas de adhesion celular
(Brackenbury et al., 2008; Isom et al., 1995; Malhotra et al., 2002; Srinivasan et al., 1998;
Xiao et al.,, 1999). Tales efectos son conocidos por ser también de fundamental
importancia para el proceso de metastasis (Okegawa et al., 2002), por ello es posible que

una reduccion en la expresion de dichas subunidades pueda ser asociada con una menor



adhesion celular o una mayor malignidad de las células; es decir que las células estan en
mejores condiciones para que se lleve a cabo la metastasis. Ahora bien, ¢por qué solo
disminuye la expresion de Na,2 y Na,,4? Esto podria deberse, al menos en parte, a que
ambas subunidades comparten algunas caracteristicas en comun, presentan un mayor
porcentaje de similitud entre ellas que con las subunidades Na.,1 y Na,f3 (Yu et al.,
2003), se unen de manera covalente a la subunidad o (Catterall, 2000; Meadows & Isom,
2005), a diferencia de estas ultimas dos que no interactian de manera covalente con la
subunidad formadora del poro. Por lo tanto, es probable que también compartan funciones

especificas en su papel en la adhesién celular.

Por otro lado, a la fecha no existen reportes en los que se investigue especificamente el
papel de la subunidad Na,f2 o Na,f4 en los procesos cancerosos, por lo que, para
relacionar directamente los resultados de este trabajo con la biologia del CaCu se requiere
de otro tipo de experimentos. No obstante, en un trabajo muy reciente del grupo del
Profesor Djamgoz del Colegio Imperial de Londres, se mostré6 que lineas celulares de
cancer de prostata altamente metastasicas presentaron 4.5 veces mas mRNA de las
cuatro subunidades B que lineas celulares con menor capacidad metastasica; dicho
incremento fue debido mayoritariamente al aumento en los niveles de la subunidad Na,f31
(Diss et al., 2007). Interesantemente, la subunidad Na,2 fue la que presentd los menores

niveles de expresion en ambas lineas celulares (Diss et al., 2007).

La presencia de varias isoformas tanto de las subunidades o como de las  en el CaCu
descritas en el presente estudio podrian ser el resultado de la desregulacion de la
maquinaria transcripcional caracteristica de la biologia del cancer; lo que conlleva a la
generacion de multiples mRNAs con modificaciones estructurales a lo largo de toda su
secuencia. Dichos mRNAs podrian dar origen a multiples isoformas proteinicas; sin
embargo, el proceso de traduccion demanda un alto gasto energético a la célula, y los
mecanismos por los cuales se inicia dicho proceso estan bien regulados. Se han descrito
varios mecanismos asociados con el desarrollo y la progresion del cancer, por los cuales
las mutaciones en mRNAs especificos alteran la eficiencia de traduccion. Uno de ellos es
la presencia de una regién 5 no traducible (5’UTR) larga. Se ha visto que conforme mas
grande es esta region en un mRNA, mas ineficiente es su traduccion, ya que se puede
favorecer la formacién de estructuras secundarias que interfieren con la unién de los
factores de iniciacién de la traduccion (Mathews M., 2007). El segundo, y tal vez mas
importante, es la degradacion de mRNAs mediada por la presencia de mutaciones sin

sentido (también conocida como NMD). Esta via se lleva a cabo en todas las células



eucariontes y asegura que los mRNAs que contienen mutaciones sin sentido no sean
acumulados como sustratos de la maquinaria de traduccion. Y de esta forma, la
eliminacion de tales transcritos previene la acumulacion de fragmentos peptidicos
potencialmente toxicos para la célula (Perrin-Vidoz et al., 2002). Si todas las isoformas
detectadas en el presente trabajo de tesis se traducen en proteinas funcionales, es algo

que se debera investigar en estudios posteriores.

Expresion diferencial de las subunidades de canales de sodio en el CaCu

En la segunda fase del presente trabajo, los experimentos de PCR en tiempo real
permitieron observar que, a excepciéon de Na,f2 y Na,4, todos los genes estudiados
presentan una mayor expresion en el CaCu con respecto al cérvix no canceroso (Tabla 7).
De manera sobresaliente Na,1.6 y Na,1.7b fueron las dos subunidades o de los canales
de sodio con mayores niveles de expresion con respecto al resto de las subunidades
analizadas (Fig. 26A y C, Tablas 7 y 8). Este resultado es de suma importancia ya que
permite sugerir que dichas subunidades podrian ser el sustrato molecular de las corrientes
de sodio dependientes de voltaje observadas en los cultivos primarios de CaCu (Diaz et
al., 2007). Para comprobar tal aseveracion se tiene planeado realizar estudios
farmacologicos utilizando una toxina (llamada Cn2) que recientemente se describié como
selectiva para bloquear canales de sodio formados por la subunidad Na,1.6 (de la Vega &
Possani, 2007; Schiavon et al., 2006). Asimismo se tiene planeado realizar estudios
funcionales de proliferacion e invasividad con el uso de dicha toxina para investigar el
papel de tales corrientes idnicas en la biologia de este tipo de cancer. Resultados
preliminares generados en nuestro laboratorio indican que el bloqueo de la corriente de
sodio con 6 uM de TTX, no altera la proliferacion celular de los cultivos primarios de CaCu.
La ausencia de efectos sobre la proliferacién celular ya ha sido reportada para el caso del
cancer de mama (Roger et al., 2003) de proéstata (Fraser et al., 1999) y de pulmén (Roger
et al., 2007); de lo que se puede deducir que las corrientes de sodio en tales carcinomas
no interfieren con el proceso de proliferacién de las células cancerosas. Por el contrario,
en los mismos tipos de cancer (Fraser et al., 2005), se ha reportado que la actividad
funcional de los canales de sodio esta directamente relacionada con algunas propiedades
vinculadas al proceso de metastasis (Fraser et al., 1999; Fraser et al., 2005; Roger et al.,
2003; Roger et al., 2007).

La metastasis es un proceso complejo que comprende varios pasos, involucrando algunos
tipos de comportamiento celular como la adhesion, secrecion, interaccion con la matriz

extracelular (incluyendo la degradacion enzimatica), migracién e invasion. Los canales de



sodio dependientes de voltaje pudieran estar involucrados en cualquiera de estas etapas,
aun indirectamente, por ejemplo causando cambios en la expresion génica (Hahn &
Covault, 1992), o alterando el ambiente intra o extracelular (Herzog et al., 2003; Powell et
al., 1996). En el CaCu en particular, no existen reportes acerca del papel que pudieran
desempenar los canales de sodio, ni de ningun otro canal dependiente de voltaje, en los
procesos de la metastasis; por lo que ésta pregunta debera resolverse con el diseno de

experimentos adicionales.

Por otra parte, la observacion de que unicamente los niveles de  mRNA de la subunidad
Na,1.6 aumentaron mas de 200 veces en el CaCu respecto al cervix no canceroso, sin
dejar de ser sorprendente, tiene sustento en resultados similares descritos en otros tipos
de cancer. En el cancer de préstata se ha reportado que el mMRNA de la subunidad Na,1.7
es 20 veces mas abundante en lineas celulares altamente metastasicas y en biopsias de
cancer de préstata en comparaciéon con el tejido no canceroso y lineas celulares menos
agresivas desde el punto de vista metastasico (Diss et al., 2005; Diss et al., 2007). En la
misma direccion, en el cancer de mama se ha documentado un incremento de hasta mil
veces en la expresion del mensajero de la subunidad Na,1.5 en células altamente
metastasicas respecto al mostrado con las menos metastasicas (Fraser et al., 2005). En
ambos tipos de cancer se ha demostrado la relevancia de los canales de sodio
dependientes de voltaje formados por las subunidades mencionadas en el proceso de
metastasis del carcinoma respectivo (Brackenbury et al., 2007; Diss et al., 2005; Fraser et
al., 2005); esos mismos trabajos han propuesto a los canales de sodio como potenciales
marcadores moleculares de estos tipos de cancer. Por lo anterior, los resultados
presentados en el presente trabajo de tesis podrian significar una nueva herramienta en la
identificacion del CaCu y posiblemente en la terapia anticancerigena, utilizando a la
subunidad Na,1.6 como un marcador molecular y blanco terapéutico de este tipo de

cancer.



CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La subunidad Na,1.6 de los canales de sodio dependientes de voltaje es la mas abundante
en el CaCu, respecto al tejido de cervix no canceroso. Le siguen en orden descendente las
subunidades Na,1.7b y Na,3. Es probable que la combinacién de dichas subunidades de
lugar a los canales de sodio que transportan las corrientes idnicas de sodio presentes en
células de los cultivos primarios de este tipo de cancer. Sin embargo, para establecer
contundentemente una relacion entre ambos resultados se requieren experimentos
farmacologicos y funcionales adicionales. Asimismo, se requiere comprobar la expresion a
nivel de proteina de dicho gen /in vivo (en el tejido canceroso). A reserva de demostrar tal
relacién, la abundancia mostrada por la subunidad Na,1.6 permite proponer a este gen

como un posible marcador molecular de CaCu

Adicionalmente, la isoforma Na,1.7b detectada a nivel de mRNA en las muestras de CaCu
y Control que no se ha reportado previamente en humano debera ser clonada para
confirmar su identidad, asi como para caracterizar sus propiedades biofisicas y
farmacologicas. En cuanto a las subunidades accesorias 8, en particular Na,$3 habra que

determinar su papel en las propiedades de invasividad del CaCu.



APENDICE A

PCR estandar y PCR en Tiempo Real

La RT-PCR (transcripcion inversa acoplada a la reaccidon en cadena de la polimerasa) es
actualmente la técnica mas sensible para la deteccidn y cuantificacion del mRNA.
Comparada con otras técnicas usadas comunmente para la cuantificacion de los niveles
de mRNA tales como el Northern bloty el ensayo de proteccion de la RNasa, la RT-PCR
puede usarse para cuantificar niveles de mRNA de muestras mucho mas pequenas. De
hecho, esta técnica es lo suficientemente sensible para cuantificar los niveles de mRNA
de una sola célula. Sin embargo, a pesar de los grandes avances hechos a las quimicas e
instrumentos para la deteccion de amplicones por PCR en Tiempo Real, la RT-PCR
estandar (también llamada de punto final) permanece como una técnica comunmente
usada para la medicién de cambios de la expresion génica en un numero pequefo de
muestras basandose en la deteccion de un colorante fluorescente como el bromuro de
etidio, el marcaje con 3P y la ayuda de un visualizador especial que permite la

cuantificacion de producto por medio de la densidad o6ptica.

Sin embargo, la PCR en Tiempo Real presenta varias ventajas respecto a la PCR
estandar. Entre ellas esta la tincién post-corrida requerida por parte de la PCR estandar
con bromuro de etidio para identificar los amplicones por electroforesis en geles de
agarosa. El diseno de oligonucleétidos marcados con moléculas fluorogénicas (Livak et
al., 1995), permitié el monitoreo de la amplificacion de un fragmento especifico de DNA en
cada ciclo de la reaccion de PCR. A partir de entonces, se han desarrollado nuevas
quimicas y plataformas de instrumentacion que permiten la deteccion de productos de
PCR en Tiempo Real, y es asi como esta version de la RT-PCR se ha convertido en el

principal método para cuantificar los cambios en la expresion génica.

Para apreciar las ventajas de la PCR en Tiempo Real, es util comentar algunas
generalidades de la PCR. Al inicio de una reaccién de PCR, los reactivos se encuentran
en exceso, el DNA molde y el producto mismo estan en concentraciones lo
suficientemente bajas para que el producto no compita con la union de los primers, y el
proceso de amplificacion sea constante a una velocidad exponencial o geométrica. El
punto en el cual la velocidad de la reaccion deja de ser exponencial y entra a una fase
lineal es bastante variable, incluso aun entre replicas de una misma muestra; pero
aparentemente la causa principal de que se presente este fendomeno es el producto

compite con la unién de los primers. Algunos ciclos después de que esto suceda, la



velocidad de amplificacion cae casi hasta cero, fase conocida como p/ateau en donde
puede haber pequefos cambios en la cantidad de producto, pero lo mas usual es que se

presente como una etapa estacionaria (Fig. A1).
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Figura A1. Fases de la reaccién de PCR. Se ilustra el aumento en la sefial de fluorescencia en
funcion del numero de ciclos de la reaccion de PCR (linea roja). Se indican cada una de las fases
de la reaccion. La curva se obtuvo en un experimentote PCR en Tiempo Real para amplificar un
fragmento del la subunidad Nay. La linea azul representa un fluoroforo distinto presente en la
muestra, util para normalizar la senal debida a la amplificacion.

En la PCR en Tiempo Real no se requiere de manipulacion después de la reaccion, ya
que los resultados son disponibles en cuanto esta termina; ademas se disminuye la
variabilidad, debido a que los datos son obtenidos durante la fase exponencial de la
reaccion, de manera que los datos no son influenciados por la saturacién a la que llega la

reaccion. Se tiene asi un ensayo altamente especifico y sensible.

Para una cuantificacion segura y precisa, es necesario colectar los datos en un punto en el
cual cada muestra esté en la fase de amplificacion exponencial, ya que solamente en esta
fase la amplificacion es reproducible. La PCR en tiempo real automatiza este proceso
cuantificando los productos en cada ciclo de la reaccién y en cada una de las muestras.
Esto genera un rango dinamico que abarca diluciones de una muestra de hasta 107 (una

en diez millones). Es decir, la posibilidad de discernir cuantitativamente las diferencias en



la expresion de distintos genes, cuya abundancia relativa puede diferir en varios 6rdenes

de magnitud.

Quimicas de la PCR en Tiempo Real

Existen cuatro quimicas diferentes disponibles para la técnica de PCR en tiempo real:
TagMan (Applied Biosystems), Molecular Beacons, Scorpions® y SYBR® Green
(Molecular Probes). Todas estas quimicas permiten la deteccién de productos de PCR por
medio de la generacién de una sefal fluorescente. Las sondas TagMan, Molecular
Beacons y Scorpions dependen de la transferencia de energia por resonancia Forster
(FRET) para generar la sefnal de fluorescencia, por medio del acoplamiento de una
molécula fluorogénica y un apagador o quencher en el mismo, o en un oligonucleétido
diferente. SYBR Green es una molécula fluorogénica que emite un poco de fluorescencia
cuando se encuentra en solucion, pero que emite una fuerte sefial fluorescente cuando se
une a una doble hebra de DNA. En el presente estudio se utilizaron sondas TagMan para
realizar la PCR en Tiempo Real, pues es la que se considera mas adecuada para

cuantificar la expresion de uno o varios genes.

Sondas TagMan

Las sondas TagMan son oligonucleotidos que tienen una molécula reportera fluorescente
unida a su extremo 5’ y un apagador acoplado al extremo 3’. Las sondas estan disefadas
para hibridar en una region interna del producto de PCR flanqueado por los primers
sentido y antisentido, y mientras la sonda esté intacta en el estado hibridado, la
proximidad del fluoréforo y el apagador previene la deteccion de la sefial de fluorescencia
proveniente de la sonda. Durante la fase de extencion de la reaccion de PCR, cuando la
polimerasa replica un molde sobre el que una sonda TagMan esta unida, la actividad de
exonucleasa en sentido 5 — 3’ de la polimerasa hidroliza a la sonda. Esto desacopla al
fluoréforo y al apagador, por lo que el FRET deja de ocurrir. De esta manera, la
fluorescencia incrementa con cada ciclo proporcionalmente a la cantidad de sonda
fragmentada. La sonda tiene una T, (temperatura de melting o de separacién de hebras)
aproximadamente 10°C superior a la T, de los primers, logrando con ello una

amplificacién de fragmentos mucho mas especifica.

La cantidad de fluorescencia liberada es directamente proporcional a la cantidad de
producto generado en cada ciclo de la reaccion de PCR; por lo que se puede utilizar como
medida cuantitativa de la formacion del producto. Este proceso, que tiene lugar en cada

ciclo de la reaccion de PCR, no interfiere con la acumulacién exponencial del producto de



PCR, y el incremento de fluorescencia puede ser leido en tiempo real (durante el
transcurso de la reaccion) por un detector. Un programa de computacién acoplado al
detector calcula el valor especifico de emision de fluorescencia (AR;), utilizando la

siguiente ecuacion:

ARn = Rn+ = Rn-

En donde R,* es la emision de fluorescencia del producto en cada punto, y R, es la
emision de fluorescencia basal. Este valor expresa la degradacién de la sonda durante el
proceso de la reaccion de PCR. El mismo programa construye graficas de amplificacion
utilizando los datos de emision de fluorescencia obtenidos durante la amplificacion (como
las ilustradas en las Fig. A1y A2). Los AR, se grafican respecto al niumero de ciclos de la
reaccion. Durante los primeros ciclos los valores de ARn no sobrepasan la linea basal
(Fig. A2). Se designa un umbral arbitrario (fhreshold) sobre la fase exponencial de la
grafica, normalmente determinado como 10 veces la desviacion estandar de la linea
basal. Es importante mencionar que la designacién de dicho umbral puede ser manual o
el programa puede hacerlo de manera automatica; para evitar errores de apreciacion del
experimentador, en el presente estudio dicho umbral fue determinado utilizando la opcion
de Automatico del programa contenido en el equipo de deteccion (SDS 1.2.2 de Applied
Biosystems). El ciclo umbral (threshold cycle o Ct) se calcula como el punto (numero de
ciclo) en el cual la fluorescencia excede el umbral asi designado (Fig. A2). Los valores de
Cr disminuyen linealmente con el incremento de la cantidad del transcrito de interés

presente en la muestra.

La alta especificidad de este método se debe a la complementariedad entre los primers, la
sonda interna y el amplicon de interés. La senal de fluorescencia se generara solamente
si la sonda se alinea con la secuencia diana durante la reaccion de PCR. La reaccién de
PCR en Tiempo Real incluye, ademas de la sonda TagMan, todos los componentes de
una reaccion de PCR estandar, es decir, los cuatro nucleétidos en un buffer 6ptimo que
contiene la concentracién ideal de magnesio, la DNA polimerasa y el par de primers

correspondiente.
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Figura A2. Grafica de amplificacion de la reaccién de PCR en tiempo real. R;*: emision de
fluorescencia del producto en cada punto; Rs: emisién de fluorescencia de la linea basal; Cr:
threshold cycle, ciclo umbral.

Cuantificacién de resultados

Comunmente se usan dos estrategias para cuantificar los resultados obtenidos por RT-
PCR en tiempo real: el método de la curva estandar y el método comparativo de ciclo
umbral. A continuacion se describe en detalle este ultimo, pues es el que se empleo en el

presente estudio.

Método comparativo de Cr

Este método involucra la comparacién de valores de Ct de las muestras de interés con un
control o calibrador, tal como una muestra no tratada o RNA proveniente de un tejido
normal. Los valores de Cr tanto del calibrador como de las muestras de interés son
normalizados a un gen constitutivo endégeno apropiado. EI método comparativo de Cr es
conocido también como el método 2-24C; (Livak & Schmittgen, 2001) donde el exponente

de dicha expresion se obtiene de la siguiente manera:

AACT = ACT muestra — ACT referencia



Aqui, ACr muesra €S €l valor de Ct para cualquier muestra normalizada con el gen
constitutivo enddgeno, vy ACT remrencia €S €l valor de Ct para el calibrador, también
normalizado con el gen constitutivo endégeno. Para que la aplicacion del método del
AACt sea valida, las eficiencias de la reaccion de PCR del gen de interés y de la
referencia enddgena deben ser aproximadamente iguales. Esto puede establecerse

observando como varia el valor de Ct con respecto a la concentracion inicial de molde.

La cuantificacion relativa compara la abundancia del transcrito de interés a través de
distintas muestras, usando la amplificacion de un control interno para la normalizacion de
la muestra. Los resultados son expresados como la proporcion de la senal del gen
especifico y la sefial del control interno. Esto produce un valor relativo corregido para el
producto del gen especifico en cada muestra. Estos valores pueden ser comparados entre
muestras para dar un estimado de la expresién relativa del RNA blanco en las distintas

muestras; por ejemplo, 2.5 veces mas Na,1.1 en la muestra 1 que en la muestra 2.

La RT-PCR relativa usa primers para un control interno y para un gen de interés. La
expresion del control interno debe ser constante en todas las muestras que seran
analizadas. Entonces la sefal del control interno puede ser usada para normalizar los
datos de la muestra para cuantificar las diferencias de tubo a tubo causadas por la
variacion de la calidad del RNA o la eficiencia de la RT, la cuantificacion inexacta o el

pipeteo. Los controles internos pueden ser los mRNA de -actina, GAPDH, 18s y otros.



APENDICE B

Informacién de pacientes cuyas biopsias fueron estudiadas en el presente estudio

Las muestras de CaCu fueron obtenidas de biopsias positivas para el virus de papiloma
humano (VPH) tipo 16. Excepto por una de ellas, todas las muestras fueron de cancer tipo
epidermoide. La excepcion fue un adenocarcinoma (cultivo primario 354). La clasificacion
se hizo en base al sistema FIGO, y fue llevado a cabo por la Unidad de Oncologia del
Hospital General de México. Las muestras control fueron obtenidas a partir de
histerectomias realizadas a pacientes diagnosticadas en la mayoria de los casos con
miomatosis. Todas ellas fueron negativas a VPH 16. A continuacion se especifican

algunas caracteristicas de cada paciente:

Para PCR estandar

Nombre Muestra Informacion

Cultivos primarios

JP JP Cancer epidermoide IIA.

085 085 Cancer epidermoide IlIB.

354 354 Adenocarcinoma IIB.

Biopsias CaCu

R158 1 Edad: 37 anos; Cancer epidermoide IVB.

R198 2 Edad: 50 anos; Cancer epidermoide IlIB.

R72 3 Edad: 61 anos; Cancer epidermoide IB1.

R80 4 Edad: 60 anos; Cancer epidermoide IIB.

R95 5 Edad: 65 anos, Cancer epidermoide IIB.

R154 6 Edad: 42 afos, Cancer epidermoide IlIB

Biopsias Control (cervix no canceroso)

A2 1 Edad: 36 anos; Adenomiosis.

A3 2 Edad: 33 anos; Miomatosis.

A4 3 Edad: 51 afos; Proceso inflamatorio, Quistes que
protruyen hacia la luz cervical. Hiperplasia endometrial.

A5 4 Edad: 75 afnos; Prolapso genital.

A8 5 Edad: 50 anos; Miomatosis.

A9 6 Edad: 63 afos; Prolapso genital.



Para PCR en Tiempo Real

Nombre Muestra Informacién

Cultivos primarios

JP 1 Cancer epidermoide IlA.

085 2 Cancer epidermoide IlIB.

354 3 Adenocarcinoma IIB.

Biopsias CaCu

R194 4 Edad: 64 anos; Cancer epidermoide IB1.

R154 5 Edad: 42 anos; Cancer epidermoide IlIB.

R262 6 Edad: 54 anos; Cancer epidermoide IIB; Tipo de tumor:
invasor, moderadamente diferenciado, no presenta queratinizacion.
R265 7 Edad: 46 afnos, Cancer epidermoide IB; Tipo de tumor:
invasor, moderadamente diferenciado, no presenta queratinizacion.
R268 8 Edad: 34 anos; Cancer epidermoide 1I1B; Tipo de tumor: pre-

invasor, no presenta queratinizacion.

R324 9 Edad: 28 anos; Cancer epidermoide I1B2; Tipo de tumor:
invasor, poco diferenciado, no presenta queratinizacion.

Biopsias Control (cervix no canceroso)

CCN6 10 Edad: 38 anos; Patologia: normal, Inflamacion: leve.
Miomatosis. Exocervix.

CCN10 11 Edad: 39 anos; Patologia: normal, Inflamacion: nula.
Miomatosis. Endocervix.

EXO10 12 Edad: 39 anos; Patologia: normal, Inflamacién: nula.
Miomatosis. Exocervix.

ENDO13 13 Edad: 46 anos; Patologia: normal, Inflamacion: nula.
Miomatosis. Endocervix

CCN19 14 Edad: 37 anos; Patologia: metaplasia, Inflamacion:

moderada. Miomatosis. Endocervix.
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